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Increase efficiency of genome editing using the Alt-R™ CRISPR-Cas9 System. 


Now powered by the new S.p. Cas9 Nuclease 3NLS! 

The Ait-R CRISPR-Cas9 System includes all of the reagents needed for successful genome 
editing. Based on the natural S. pyogenes CRISPR-Cas9 system, the Alt-R CRISPR-Cas9 
System offers numerous advantages over alternative methods: 

■ Higher on-target potency than other CRISPR systems; 

■ Precise control of editing complex delivery with Cas9 ribonucleoprotein; 

■ Efficient delivery of the RNPwith lipofection or electroporation; 

B No toxicity or innate immune response activation as observed with in vitrotranscribed 
Cas9 mRNA and sgRNAs. 


New! Alt-R CRISPR crRNAs with increased nuclease resistance 

IDT has updated the Alt-R CRISPR-Cas9 System with the addition of proprietary chemical modi¬ 
fications to the Alt-R CRISPR crRNA. These modifications protect the crRNA from degradation by 
cellular RNases, and further improve on-target editing performance. The modifications are inclu¬ 
ded automatically to the final Alt-R CRISPR crRNA oligonucleotide sequence and do not require any 
changes to the ordering process. 

For more information, ordering tool, and tutorials/video, visit www.idtdna.com/CRISPR 
For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. 


CRISPR triggers 


Product 

Size 

Catalog # 

Alt-R™ CRISPR crRNA 

2, 10 nmol tubes; 2 nmol plates 

Order at www.idtdna.com/CRISPR 


5 nmol 

1072532 

Alt-R™ CRISPR tracrRNA 

20 nmol 

1072533 


100 nmol 

1072534 

Cas9 endonuclease 

Product 

Catalog # 


Alt-R™ S.p. Cas9 Nuclease 3NLS (100 pg) 

1074181 


Alt-R™ S.p. Cas9 Nuclease 3NLS (500 pg) 

1074182 



Control kits* 


Product 


Catalog # 

Alt-R™ CRISPR Control Kit, Human (2 nmol) 

1072554 

Alt-R™ CRISPR Control 

Kit, Mouse(2 nmol) 

1072555 

Alt-R™ CRISPR Control 

Kit, Rat(2 nmol) 

1072556 


Control kit contents 

• Alt-R™ CRISPR HPRT Positive Control crRNA 

• Alt-R™ CRISPR Negative Control crRNA #1 

• Alt-R™ CRISPR tracrRNA 

• Alt-R™ HPRT PCR Primer Mix 

• Nuclease-Free Duplexing buffer 

* Control kit components are also available individually. 
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Sao Jose - 31.275-000 - Belo Horizonte - MG 
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Lista de simbolos 


aproximadamente 

: fusao (Cas9 fusionada a GFP —> Cas9:GFP) 

pg micrograma 

3' extremidade tres prima em acidos nucleicos 
5' extremidade cinco prima em acidos nucleicos 
A adenina 

C citosina 

F 0 geragao zero 

Fj primeira geragao 

F 2 segunda geragao 

G guanina 

mL mililitro 

N qualquer base nitrogenada 
ng nanograma 

P 0 geragao parental 

R adenina ou guanina 

T timina 

T 6 seis timinas em sequencia 
U6 promotor U6 da RNA polimerase III 
Y citosina ou timina 

A delegao 



Lista de siglas, 
abreviaturas e acronimos 


aa: aminoacido(s). 

ALS (Amyotrophic Lateral Sclerosis ): esclerose lateral amiotrofica. 

BDO: (R,R)-butano-2,3-diol. 

BLESS (direct in situ breaks labelling, enrichment on streptavidin and next-generation 
sequencing): marcagao direta in situ de quebras de dupla fita, enriquecimento com 
estreptavidina e sequenciamento de ultima geragao. 

Cas (CRISPR associated): associado a CRISPR. 

Cas9 (CRISPR associated protein 9): protelna nove associada a CRISPR. 

Cas9 HNH + : Cas9 nickase, na qual apenas o domlnio HNH e cataliticamente ativo (RuvC foi 
inativado). 

Cas9 RuvCk Cas9 nickase, na qual apenas o domlnio RuvC e cataliticamente ativo (HNH 
foi inativado). 

Cas9n (Cas9 nickase): Cas9 nickase. 

Cas9 wt (Cas9 Wild Type): cas9 tipo selvagem. 

cDNA (complementary deoxyribonucleic acid): DNA complementar. 

ChIP-seq (Chromatin ImmunoPrecipitation and high-throughput sequencing): sequenciamento 
de larga escala de cromatina imunoprecipitada. 

Cpfl (CRISPR from Prevotella and Francisella 1): nuclease do sistema CRISPR de Prevotella 
sp. e Francisella novicida 1. 

CrEdit (CRISPR-Cas9 mediated genome Editing): edigao genomica mediada por CRISPR. 

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats): repetigoes palindomicas 
pequenas regularmente espagadas e agrupadas. 

CRISPRa (CRISPR activation): ativagao transcricional via CRISPR. 

CRISPRi (CRISPR interference): interferencia transcricional via CRISPR. 

CRISPRm (multiplex CRISPR): CRISPR multiplex. 

crRNA (CRISPR-derived RNA): RNA derivado do loco CRISPR. 

dCas9 (dead Cas9): Cas9 morta (i.e., cataliticamente inativa). 

DECKO (Double Excision CRISPR Knock Out): nocaute por CRISPR via dupla excisao. 

DG: delegao genica. 

Digenome-seq (in vitro Cas9-digested whole-genome sequencing): sequenciamento de genomas 
completos digeridos por Cas9 in vitro. 

DmCas9: linhagem transgenica de drosofila expressando Cas9. 

DNA (deoxyribonucleic acid): acido desoxirribonucleico. 

DrCas9: linhagem transgenica de Dario rerio expressando Cas9. 


DSB ( double-strand break): quebra de dupla fita. 

dsDNA ( double-stranded deoxyribonucleic acid): DNA de fita dupla. 

dsOligo ( double-stranded oligonucleotide): oligonucleotideo de dupla fita. 

dsRNA ( double-stranded ribonucleic acid): RNA de fita dupla. 

e.g. (latim, exempli gratia): por exemplo. 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): ensaio de imunoabsorgao enzimatica. 
EMC (EnzymaticMismatch Cleavage): ensaio enzimatico de clivagem de bases nao pareadas. 
ER: enzima de restrigao. 

ESC (Embryonic Stem Cell): celula-tronco embrionaria. 

eSpCas9 (enhanced specificity Streptococcus pyogenes Cas9): Cas9 de alta especificidade. 
FACS ( Fluorescence-Activated Cell Sorting): sorteamento de celulas ativado por fluorescencia. 
FISH (Fluorescent in situ hybridization): hibridizagao fluorescente in situ. 
fCas9 (FokIfused to Cas9): Cas9 fusionada a nuclease Fokl. 

FnCas9 (Francisella novicida Cas9): Cas9 de Francisella novicida. 

GC: guanina e citosina. 

GDI: gene de interesse. 

GFP ( Green Fluorescent Protein): proteina verde fluorescente. 

GG: dinucleotideo de guaninas. 

GM (Genetically Modified): geneticamente modificado. 

GMO (Genetically Modified Organism): organismo geneticamente modificado. 
gRNA (guide ribonucleic acid): RNA-guia. 0 mesmo que sgRNA. 

GUIDE-seq (genome-wide, unbiased identification of double-strand breaks enabled by 
sequencing): identificagao nao enviesada, em escala genomica, de quebras de dupla 
fita possibilitada por sequenciamento. 

GWAS (Genome Wide Association Study): estudo de associagao em escala genomica. 
hCas9 ( human codon-optimized Cas9): Cas9 otimizada para codons humanos. 

HDR (Homology-Directed Repair): reparo direcionado por homologia. 

HDV (Hepatitis Delta Virus): virus delta da hepatite. 

HH (hammerhead): ribozima do tipo cabega de martelo. 

HIV (Human Immunodeficiency Virus): virus da imunodeficiencia humana. 

HRM (High Resolution Melting): fusao de alta resolugao. 

HsCas9 (Homo sapiens codon-optimized Cas9): Cas9 otimizada para codons humanos. 
HTGTS (High-Throughput, Genome-Wide, Translocation Sequencing): sequenciamento de 
translocagoes em nivel genomico e em larga escala. 
i.e. (latim, id est): isto e. 

IDAA (Indel Detection by Amplicon Analysis): detecgao de delegoes por analise de amplicon. 
IDLV (Integrase-Defective Lentiviral Vector): vetor lentiviral defectivo para integrase. 
Indel (Insertions and/or deletions): insergoes e/ou delegoes. 
iPSC: ( induced-Pluripotent Stem Cell): celula-tronco pluripotente induzida. 


Kb ( kilobases ): mil bases. 

KI: knock-in. 

KO (knockout): noucaute. 
kpb: mil pares de bases. 

LIC ( Ligation-Independent Cloning ): clonagem independente de ligagao. 

IncRNA ( long noncoding ribonucleic acid): RNA longo nao codificante. 

LPS: lipopolissacarideo. 

LTR ( Long Terminal Repeat): repetigao terminal longa. 

MAMA-PCR (Mismatch Amplification Mutation Assay-Polymerase Chain Reaction): ensaio 
de mutagao baseado na amplificagao por mal pareamento via reagao em cadeia da 
polimerase. 

MCR ( Mutagenic Chain Reaction): reagao mutagenica em cadeia. 
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tracrRNA ( trans-activating CRISPR-derived RNA ): RNA transativador derivado do loco CRISPR. 
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Prefacio 


Tiago Campos Pereira 


R egularmente presenciamos o surgimento de tecnicas revolutionaries na Genetica. 
Assim foi com a PCR em 1983, a Interferencia por RNA (RNAi) em 1998 e agora a 
CRISPR em 2012/13. 

Um detalhe inesperado entre RNAi e CRISPR e que elas parecem ser versdes espelhadas 
de um mesmo processo. A RNAi e o sistema eucariotico de defesa antiviral, baseado em uma 
endonuclease guiada por RNA. Ela promove o silenciamento genico pos-transcricional por 
meio da clivagem do RNA-alvo. Por sua vez, CRISPR e um sistema procariotico de defesa 
antiviral, baseado em endonuclease guiada por RNA, capaz de inativar genes por meio 
da clivagem do DNA-alvo. Contudo, apesar de a RNAi nao ser tipicamente aplicavel em 
procariotos, a CRISPR e exequivel em eucariotos. 

Um terceiro elemento foi recentemente agregado a este cenario, tornando-o ainda 
mais inusitado: MIMIVIRE - o sistema antiviral de virus (vide cap. 12). Semelhangas entre 
RNAi (eucariotos), CRISPR (procariotos) e MIMIVIRE (virus) levam alguns a conjecturar 
que uma nova tecnica de edigao genetica surja nos proximos anos a partir desta ultima, 
completando o quadro. 

Diante da avalanche em escala global de artigos utilizando CRISPR, a elaboragao 
de um livro que pudesse auxiliar o pesquisador quanto a este tema tornou-se inexoravel. 
Assim, esta obra foi planejada objetivando apresentar o vasto tema “CRISPR” de maneira 
clara, didatica, abrangente e atualizada, para que fosse acessivel tanto a graduandos como 
a docentes. Os primeiros dois capitulos abordam aspectos fundamentais: o historico da 
descoberta do loco CRISPR, seu papel na defesa antiviral em bacterias, a visao geral do 
mecanismo basico de agao da tecnica e as moleculas envolvidas no processo. 

Os tres capitulos seguintes (caps. 3 a 5) discorrem sobre a imensa versatilidade da 
tecnica, atuando no DNA e RNA por meio de interagoes distintas da Cas9 (ligagao ou clivagem), 
as aplicagoes de CRISPR em diversas areas e a comparagao desta tecnica com outras de 
natureza semelhante. Os dois capitulos posteriores (caps. 6 e 7) discutem sobre as variantes 
naturais e artificiais de Cas9 e do RNA-guia (os dois pilares da tecnica de CRISPR) e como 
obte-los para realizagao dos estudos. 

Os capitulos 8 a 10 abordam questoes praticas da tecnica: controles necessarios para 
condugao do experimento, formas para confirmar a edigao genetica, exemplos de metodos 
em diversos modelos (de bacterias a celulas humanas) e estrategias para otimizagao dos 
procedimentos. Por fim, os ultimos dois capitulos (lie 12) apresentam questoes controversas 
sobre a tecnica (aspectos legais, bioetica, biosseguranga e pioneirismo) e alguns topicos de 
fronteira na area. 

Esta obra e o terceiro volume de uma serie chamada “Introdugao a por mim 
organizada, que objetiva apresentar de maneira clara as tecnicas e topicos recentes da 
genetica e biologia molecular aos alunos e pesquisadores brasileiros. Os dois primeiros 
volumes - Introdugao a tecnica de Interferencia por RNA - RNAi (2013) e Introdugao 
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ao mundo dos microRNAs (2015) - tern sido um grande sucesso, estando disponiveis na 
livraria virtual da Sociedade Brasileira de Genetica. 

Pretendendo elaborar uma obra abrangente sobre um tema tao recente e importante, 
uma nova rede de colaboradores foi nucleada neste terceiro volume ao longo de sete meses, 
para que ele fosse amplo (12 capitulos), igualmente didatico (~ 50 figuras), com diferentes 
pontos de vista (51 colaboradores), visando proporcionar ao leitor um texto estruturalmente 
organizado, coeso, extensivo e de facil leitura. 

Registro aqui rneus agradecimentos a todos que auxiliaram direta e indiretamente 
na produgao desta obra (autores, colaboradores, revisores, editores e parceiros), as agendas 
de fomento CNPq, CAPES, FAPESP e Fundagoes de Amparo a Pesquisa dos estados de todos 
os autores, por fornecerem todo o arcabougo necessario para a elaboragao deste livro. 

Em especial, agradego aos meus pais, por me fazerem enxergar alem do que meus 
olhos podem ver. 
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If you are reading this it is most likely that you are interested in changing the genetic 
code of some creature. You are not the only one: this has been a humankind goal since the 
beginning of time. Early on, breeding was used to introduce modifications into organisms. 
More recently, mutagens were used to generate genetic diversity and develop new valuable 
properties in animals and plants. The discovery of DNA as the cell genetic material led to the 
concept of genetic engineering, where new functions could be introduced by the rational 
modification of the organism DNA sequence. In the ‘70s, the recombinant DNA technology 
made possible the efficient genetic engineering of bacteria. However, similar tools for the 
manipulation of higher eukaryotes were not available. 

Enter CRISPRs. In essence, CRISPRs are arrays of repetitive DNA sequences, hence 
the acronym: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats. CRISPR loci and 
their associated Cas proteins constitute an adaptive immune system of bacteria and archaea. 
They produce short RNAs, known as CRISPR RNAs, that guide Cas nucleases to their target 
sequence in the genome of viruses and plasmids that infect bacteria. The RNA-guided DNA 
cleavage of Cas nucleases destroys the invader, providing immunity to the prokaryotic host. 
A fundamental feature of this immune response is that bacteria and archaea can re-program 
their CRISPR systems to produce a new CRISPR RNA and target a new invader. Understanding 
how CRISPR systems can be reprogramed by prokaryotes has allowed us to program Cas 
nucleases to cleave any sequence we want and thus to find the perfect tool for the genetic 
engineering of higher eukaryotes. This book provides a comprehensive overview of the 
technique, providing a superb guide on how to use Cas9 for genome engineering, how to 
troubleshoot your experiments, and how to use other applications originated from the CRISPR 
toolbox. It should bean essential manual in every lab that uses the CRISPR-Cas9 technology. 

Genetic engineering with CRISPR-Cas can be so precise that it is also referred as 
“genome editing”, where we can edit the DNA sequence of any organism with as much 
precision as we edit a text with a word processing program. In addition, the technique is so 
easy to carry out and so efficient that it has spread to labs around the globe with the speed 
of light leading to the “CRISPR revolution.” 

In truth, the CRISPR revolution started much earlier, with bioinformatics works that 
predicted the function of these loci as anti-phage and anti-plasmid systems and the subsequent 
experimental demonstration of these predictions. I was involved in this early experimental 
work. Still as a student in the laboratory of Olaf Schneewind I became fascinated with 
CRISPR systems and started the work that showed their anti-plasmid function in bacteria. 
I continued my work in the lab of Erik Sontheimer, where we demonstrated that CRISPR 
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immunity required the destruction of the invading DNA and not RNA as it was predicted by 
the preceding bioinformatics analyses. This was a key finding for the future applications 
of CRISPR in genome editing (it would not be possible to introduce mutations in human 
cells with an RNA-cleaving system), which we highlighted in 2008 when we published our 
findings. Later on, these findings were put to work for genetic engineering when I teamed 
up with Feng Zhang to introduce mutations in human cells using CRISPR immunity. 

The j ourney from these first discoveries to the current widespread use of the technology 
has been very rewarding for me personally. But more importantly, this journey exemplifies 
the tremendous value of basic research. Like the discovery of restriction enzymes more 
than forty years ago, the discovery of CRISPR resulted from scientific endeavors aimed at 
understanding how prokaryotes interact with the mobile genetic elements that infect them; 
an area of biology that a priori does not have any potential applications to human health. 
And like restriction enzymes, Cas nucleases enabled a revolution in genetics, highlighting the 
importance of studying interesting problems, regardless of their potential for biotechnology. 
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1. Historico da descoberta do loco CRISPR 

Em 1987, o pesquisador Yoshizumi Ishino e colaboradores da Universidade de Osaka 
(Japao) identificaram um loco (regiao) peculiar no genoma da bacteria Escherichia coli, 
constituldo por uma configuragao incomum: sequencias repetidas e sequencias espagadoras 
intercaladas e de fungao desconhecida (figura 1). Tais sequencias foram investigadas 
independentemente em 1993, e em 2000 elas foram identificadas nos genomas de diferentes 
bacterias e Archaea (Mojica et al., 1993; Mojica et al., 2000). Somente no ano de 2002, a sigla 
CRISPR {ClusteredRegidarly Interspaced Short Palindromic Repeats ou Repetigoes Palindromicas 
Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas) foi criada para denominar tais sequencias 
(Jansen et al., 2002). 
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Figura 1. Sistema de defesa CRISPR-Cas. Loco CRISPR e etapa de adapta$ao. As proteinas Cas integram o DNA exogeno 
(viral ou plasmidial) como novo espagador no loco CRISPR. Imagem: Pereira, TC (2016) baseado em Jiang e Marraffini 
(201S). 


Ao longo dos anos, um conjunto de genes fisicamente muito proximo ao loco CRISPR 
foi identificado e nomeado de genes Cas (CRISPR associated genes ) (Jansen et al., 2002), 
exemplificados por nucleases, polimerases e helicases que viriam a se mostrar futuramente 
como elementos centrais no funcionamento do loco como um todo. 

Em 2005, tres grupos independentes de pesquisadores mostraram que as sequencias 
espagadoras (ou simplesmente espagadores) tern origem extracromossomica, isto e, sao 
derivadas de plasmldeos ou de virus. Adicionalmente, foi tambem descrito que virus sao 
incapazes de infectar com sucesso bacterias que possuem espagadores cujas sequencias sao 
correspondentes a trechos de seus genomas (Bolotin et al., 2005). 

Baseado nesses achados, em 2005 foi postulada a hipotese de que CRISPR-Cas seria um 
sistema imune adaptativo de procariotos, no qual os espagadores serviriam como “memoria 
de invasoes anteriores” (Mojica et al., 2015). Assim, moleculas de RNA geradas a partir 
desses espagadores seriam complementares ao patogeno (re)invasor, permitindo combate-lo 
de maneira sequencia-especifica. Uma serie de estudos subsequentes revelou ser esta hipotese 
verdadeira. 
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2. Fungao biologica de CRISPR-Cas 

0 sistema CRISPR-Cas e uma maquinaria adaptativa de defesa que permite aos 
procariotos protegerem-se contra a (re)invasao de elementos geneticos moveis indesejados, 
tais como bacteriofagos, transposons e plasmideos, assemelhando-se a um sistema imune 
adaptativo nesses organismos (Sampson e Weiss, 2014). 0 mecanismo de defesa se resume 
a tres etapas: (i) adaptagao, (ii) biogenese do crRNA e (iii) agao contra o invasor. 

A primeira etapa - adaptagao - e marcada pela aquisigao de um novo espagador 
no loco CRISPR (Makarova et al., 2011). Isto ocorre quando a bacteria e infectada pela 
primeira vez pelo virus, por exemplo. Nesse momento, algumas enzimas codificadas pelos 
genes Cas (Casl e Cas2) clivam o DNA do patogeno em pequenos segmentos (24-48 pares de 
bases) e os integram no loco CRISPR como novos espagadores (ou seja, entre as sequencias 
repetidas). A partir desse momento, a bacteria esta imunizada contra futuras invasoes deste 
mesmo agente. 

Na segunda fase - biogenese do crRNA ( CRISPR-derived RNA ) - ocorre a transcrigao 
ininterrupta do loco CRISPR. Esse processo e mediado pela Sequencia Lider (L), uma regiao 
com alto conteudo de Adenina-Timina que serve como sitio promotor. A transcrigao deste 
loco gera um “precursor do RNA de CRISPR” (ou pre-crRNA), contendo varias sequencias 
repetidas e varios espagadores em um unico RNA longo (vide cap. 2, figura 1). Em seguida, 
esse pre-crRNA e processado, dando origem a diversos RNAs menores - os crRNAs -, cada 
qual correspondendo a um espagador distinto (Makarova et al., 2011). 

Por fim, no terceiro momento - agao contra o DNA invasor - os crRNAs maduros, junto 
com as proteinas Cas, formam complexos que reconhecem a sequencia genetica exogena 
(plasmideo, transposon ou virus) e a destroem (figura 2) (Makarova et al., 2011). Este processo 
em muitos aspectos recapitula o mecanismo de Interferencia por RNA (RNAi) observado em 
eucariotos (Barrangou e Horvath, 2012; Westra et al., 2014). 

Este sistema e seus elementos sao variaveis entre as diferentes especies em termos 
de ocorrencia, composigao genica, sequencias, numero e tamanho (Barrangou e Marraffini, 
2014). Em especial, a composigao dos espagadores pode variar ate mesmo entre individuos da 
mesma especie, pois elas derivam de contatos anteriores com diferentes patogenos. Embora 
o funcionamento do sistema CRISPR-Cas ainda nao seja compreendido em sua totalidade, 
pesquisas tern revelado a importancia deste para inumeras aplicagoes: resistencia bacteriana 
a fagos; controle da disseminagao de genes, via transferencia horizontal; genotipagem de 
cepas (baseada na hipervariabilidade dos espagadores) e estudo da dinamica populacional 
microbiana (Horvath e Barrangou, 2010). Tambem ja existem diversos estudos utilizando 
esta maquinaria como forma eficaz de engenharia genetica, nao apenas em microrganismos, 
mas tambem em plantas de interesse economico (Jiang e Marraffini, 2015). 


3. Diferengas entre sistemas I, II e III 

O sistema CRISPR-Cas procariotico codifica proteinas que atuam como um sistema 
imune adaptativo contra infecgoes virais e plasmidiais. A imunidade e mediada pelas nucleases 
Cas e pequenos RNAs-guias (crRNAs), que especificam o sitio de clivagem dentro do genoma 
invasor. Este sistema e formado por dois componentes principais: as proteinas Cas, que 
funcionam como catalisadores, e o loco CRISPR, como memoria genetica. 
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Inicialmente foram descritos tres tipos diferentes de sistema CRISPR-Cas (Tipo I, 
Tipo II e Tipo III) e onze subtipos (IA-F, IIA-C e IIIA-B). Nove proteinas Cas fazem parte dos 
sistemas: Casl e Cas2 estao presentes nos tres tipos (Tipo I, Tipo II e Tipo III); Cas5, Cas6 e 
Cas7 nos Tipo I e Tipo III. Sao consideradas como proteinas exclusivas para cada tipo de 
sistema: Cas3 e Cas8 (Tipo I), Cas9 (Tipo II) e Cas 10 (Tipo III). Outras proteinas sao subtipos 
e denominadas tipo-dependentes, presentes em determinadas especies bacterianas, figura 2 
(Jiang e Marraffini, 2015). 


32 


Introdmjao a tecnica de CRISPR 





















































Algumas variagoes caracterizam cada um dos tres sistemas CRISPR, que sao agrupados 
de acordo com a conservagao dos genes cas e da organizagao do operon (Mali et al., 2013). 

0 sistema CRISPR-Cas Tipo I e definido por um complexo associado a CRISPR para defesa 
antiviral (cascade) e Cas3. 0 complexo reune as Cas: Cas5, Cas6, Cas7 e Cas8. E direcionado 
ao DNA invasor por meio de reconhecimento do dominio PAM (Protospacer Adjacent Motif 
ou Motivo Adjacente ao Protoespagador). A Cas3 e responsavel pela destruigao do material 
genetico exogeno (figura 2). 

0 sistema CRISPR-Cas Tipo II e o sistema mais simples de todos. E definido pela 
presenga da endonuclease Cas9, guiada pelo crRNA. 0 gene cas9 e o unico necessario para 
o combate ao DNA invasor, neste sistema. Durante uma infecgao, o complexo formado 
pela Cas9 destroi o genoma viral, baseando-se tambem no dominio PAM. A enzima Cas9 
comporta dois dominios com atividades nucleasicas (RuvC e HNH), que participam da 
imunidade (figura 2). 

Por fim, o sistema CRISPR-Cas Tipo III parece ser o mais complexo, subdividido em dois 
subtipos, III-A e III-B. Os dois subtipos estao associados a proteina CaslO, entretanto, podem 
ser diferenciados pelos genes acessorios: csm no subtipo III-A e cmr no subtipo III-B. Alem 
disso, eles nao requerem dominios PAM para o reconhecimento da sequencia-alvo ou para 
sua clivagem. Diferente dos outros sistemas, o Tipo III reconhece e destroi o RNA ou DNA 
como material genetico exogeno. O complexo tipo III-A degrada o DNA invasor e o Tipo III-B 
apenas o RNA invasor (figura 2) (Hatoum-Aslan e Marraffini, 2014; Jiang e Marraffini, 2015). 


4. Origem e evolugao dos sistemas CRISPR-Cas 

Ao longo do processo evolutivo, a aquisigao de genes responsaveis por promover 
mecanismos de defesa contra agentes patogenicos tern sido de vital importancia para a 
sobrevivencia dos organismos. De modo geral, os organismos procariotos (Bacterias e Arqueas) 
constantemente recebem por transference horizontal, via mecanismos de conjugagao 
(plasmideos), transformagao (DNA exogeno) e/ou transdugao (via bacteriofagos), material 
genetico exogeno. Entretanto, apenas uma minima porgao desse material genetico adquirido 
confere vantagens adaptativas para esses organismos, o que favoreceu a evolugao concomitante 
de mecanismos de defesa mantenedores da integridade do genoma. 

Analises evolutivas tern evidenciado que os mecanismos de defesa componentes dos 
sistemas imunes tiveram origens independentes entre os dominios da vida, a despeito de sua 
similaridade de agao (Stern, 2014). Entao, como justificar a analogia funcional entre esses 
mecanismos? A detalhada observagao dos sistemas biologicos mostra que existem algumas 
poucas solugoes basicas para os problemas envolvendo parasitas moleculares, como por 
exemplo: (i) o reconhecimento do alvo (enzimas de restrigao, siRNAs, miRNAs, etc.), (ii) a 
via de apoptose (morte celular programada), evitando a disseminagao do parasita e (iii) a 
memoria de contaminagoes passadas (CRISPR-Cas, piRNA e imunidade adaptativa). Desta 
maneira, ao longo do processo evolutivo e perfeitamente possivel que sistemas imunes 
funcionalmente analogos surjam de forma independente nos diversos grupos de organismos. 

0 surgimento do sistema CRISPR-Cas, identificado recentemente como um sistema 
imune adaptativo nos organismos procariotos, e alvo de diversos debates nos dias de hoje, 
principalmente devido as diferengas encontradas entre os sistemas de Arqueas e Bacterias. 
Em Arqueas, os locos CRISPR e Cas sao mais complexos e geralmente mais longos do que 
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nas Bacterias, e ainda possuem mais copias no genoma (Mojica et al., 2010). Alem disso, as 
sequencias repetitivas apresentam baixa homologia entre os genomas de Arqueas e Bacterias 
(Cooper e Overstreet, 2014). 

0 sistema CRISPR-Cas encontrado nesses organismos procariotos atua de maneira 
analoga a Interferencia por RNA (RNAi) dos organismos do dominio Eukaria. Similarmente 
aos mecanismos de agao de RNAi conhecidos, CRISPR-Cas evoluiu como um mecanismo de 
clivagem das sequencias-alvo via interagao de seu complexo proteico a pequenos RNAs-guia 
nao codificadores (Bhaya et al., 2011). Desse modo, analogias aos mecanismos de agao de 
small interfering RNAs (siRNAs), microRNAs (miRNAs) e piwi-interacting RNAs (piRNAs) 
podem ser tragadas, havendo uma altissima semelhanga entre este ultimo e o sistema 
CRISPR-Cas. Entretanto, ate o presente momento nao foram detectadas estruturas genicas 
homologas entre CRISPR-Cas e os sistemas de RNAi dos Eucariotos, sugerindo que esses dois 
mecanismos surgiram de maneira independente durante a historia evolutiva (Shabalina 
e Colin, 2008). Por outro lado, dados relativos aos mecanismos moleculares envolvendo 
CRISPR-Cas e principalmente os piRNAs sao ainda escassos, e trabalhos futuros poderao 
detectar sequencias homologas entre esses dois sistemas, o que seria indicativo de uma 
origem evolutiva comum (Saha e Garret, 2011). 

Hoje em dia, aproximadamente 50% das Bacterias ja sequenciadas apresentam o 
sistema CRISPR-Cas em seu genoma, enquanto 90% das Arqueas sequenciadas o content 
(Weinberger et al., 2012). Entretanto, Weinberger et al. (2012) apontam que a maioria das 
Arqueas ja sequenciadas sao termofilicas, enquanto grande parte das Bacterias sequenciadas 
sao mesofilicas. Dessa maneira, a presenga do sistema CRISPR-Cas parece estar mais associada 
as condigoes ambientais, tais como a alta temperature, do que propriamente ao dominio 
filogenetico. Organismos oriundos de regioes com alta temperatura tendem a apresentar baixa 
taxa mutagenica, uma vez que e altamente provavel que uma mutagao acarrete problemas 
para a sobrevivencia nas referidas condigoes. Assim, a baixa taxa de mutagao dos virus 
parasitas destes organismos permite que o sistema CRISPR-Cas tambem se mantenha estavel 
e capaz de combater a infecgao viral. De modo inverso, Weinberger et al. (2012) argumentam 
que em condigoes mesofilicas a alta taxa mutagenica dos virus supera a capacidade de 
adigao dos espagadores no sistema CRISPR-Cas, o que acarretaria na perda da eficiencia 
deste sistema por parte dos organismos mesofilicos. 

Por outro lado, utilizando um modelo matematico, Haerter at al. (2011) propoem que 
a coexistencia do sistema CRISPR-Cas e bacteriofagos e possivel mesmo quando o numero de 
especies de fagos supera a capacidade imunologica do sistema. Os autores tambem argumentam 
que se o custo metabolico do sistema CRISPR-Cas estiver relacionado ao seu tamanho, poderia 
haver uma diminuigao do numero de espagadores nas Bacterias mesofilicas, o que poderia 
explicar seu menor tamanho em Bacterias em relagao as Arqueas. 

Makarova et al. (2011) propoem que o primeiro sistema CRISPR-Cas tenha surgido 
em Arqueas termofilicas e foi posteriormente adquirido pelas Bacterias por transferencia 
horizontal. Esta proposta foi elaborada tomando-se por base a polimerase do sistema CRISPR, 
formada pelo gene casl0, presente no sistema Tipo III e que, segundo reconstrugoes genomicas, 
provavelmente ja existia no ultimo ancestral comum das Arqueas (LACA -LastArquea Common 
Ancestor) (Makarova et al., 2007, 2011). Curiosamente, o sistema CRISPR-Cas Tipo III e raro 
entre as Bacterias, encontrando-se em maior quantidade nas especies termofilicas, o que 
corrobora essa teoria, podendo as Bacterias termofilicas terem recebido via transmissao 
horizontal os sistemas CRISPR e, posteriormente, os propagado para as demais Bacterias. 
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Contudo, essa teoria ainda e debatida e questionada por alguns autores. Shah et al. (2011) 
argumentam que sao extremamente raros os casos em que transferencias entre domlnios 
sejam eficientes devido a uma serie de fatores divergentes, tais como diferengas estruturais e 
mecanismos biologicos distintos. Assim, Shah et al. (2011) propoem que possivelmente o sistema 
CRISPR surgiu anteriormente a separagao dos domlnios, mas nao descarta a possibilidade 
de que houve pequenas intertransferencias entre Arqueas e Bacterias. 

Em linhas gerais, a descoberta do sistema CRISPR-Cas e relativamente recente, de 
modo que a definitiva compreensao dos eventos evolutivos e moleculares que permeiam 
sua origem e manutengao demanda o investimento em novas pesquisas voltadas a analise 
detalhada da chamada “corrida armamentista evolutiva”, que atuou e ainda atua modulando 
a coevolugao dos organismos procariotos e seus parasitas. 


5. CRISPR em numero de publicagoes 

Mais de duas decadas se passaram entre a descoberta inicial do loco CRISPR (Ishino 
et al., 1987) e o desenvolvimento da tecnica de edigao genetica (2012-2013) (Jinek et al., 2012; 
Cong et al., 2013). Poderiamos mencionar quatro fases historicas. 

O periodo inicial de identificagao e caracterizagao do loco CRISPR envolveu 
aproximadamente 20 anos (1987-2006). Nesses anos, pouca atengao foi dada ao assunto, 
sendo CRISPR tratado como um topico de interesse especifico da bacteriologia. De acordo com 
o PUBMED (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), foram publicados nesta fase 32 artigos 
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Figura 3. Crescimento no numero de publicagoes ao longo dos anos. *Projegao para 2016. Imagem: Garcia, BH e 
Pereira, TC (2016). 
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envolvendo os termos CRISPR, Cas9, Cas5, Csnl ou Csxl2 (os ultimos tres sao nomes antigos 
de Cas9; Hsu et al., 2014). 

O periodo seguinte (2007-2011) foi marcado pelas primeiras aparigoes do tema em 
revistas de elevadissimo impacto ( Nature , Science e Cell), no qual a comunidade cientifica 
comegava a atentar para a area e a compreender mais detalhadamente as bases moleculares 
do processo de resposta antiviral adquirida. Nesses anos foram publicados 215 artigos. 

A fase seguinte (2012-2013) marca o nascimento da tecnica de CRISPR. Ha ainda 
algum debate sobre qual publicagao, precisamente, define seu surgimento: se foi o artigo 
que langou as bases e claramente evidenciou seu potencial (Jinek et al., 2012), ou o primeiro 
a demonstra-la com amplo sucesso e versatilidade (Cong et al., 2013). De qualquer forma, 
o numero de trabalhos neste bienio foi de 477. 

Vivemos atualmente no quarto momento (2014-presente), caracterizado pela: (i) rapida 
difusao da expertise tecnica dentro da comunidade cientifica, (ii) diversificagao das apbcagoes 
da ferramenta, (iii) vertiginoso aumento no numero de publicagoes e (iv) surgimento de 
empresas de biotecnologia baseadas em CRISPR. Mantendo-se o ritmo atual de publicagoes, 
o numero de artigos apenas entre 2014-2016 devera ser de ~4.300. Uma visao geral desses 
numeros pode ser contemplada na figura 3. 


6. Termos e definigoes gerais 

Uma serie de termos e expressoes sao aplicados a tecnica de CRISPR. Abordaremos 
aqui alguns dos mais elementares, para que o leitor possa ter uma melhor compreensao. 

Inicialmente, e essencial separarmos o processo biologico da tecnica. CRISPR e 
um loco bacteriano codificador de pequenos RNAs-guias de origem viral. A este loco estao 
associadas proteinas denominadas conjuntamente de Cas (CRISPR associated). De maneira 
integrada, CRISPR-Cas estao envolvidos no processo de imunidade antiviral adquirida. 

Baseados nesse processo biologico natural, pesquisadores desenvolveram a tecnica 
de CRISPR-Cas9, que se utiliza de um RNA-guia (referindo-se assim a CRISPR) e apenas 
uma das proteinas Cas (a endonuclease Cas9). Para simplificagao, muitos pesquisadores 
referem-se a tecnica simplesmente como CRISPR. Contudo, note que recentemente sistemas 
alternativos tern se utilizado de outras endonucleases que nao a Cas9, como a Cpfl (CRISPR-Cpfl; 
Yamano et al., 2016). 

O elemento central da tecnica e uma endonuclease direcionada ate o seu alvo especifico 
por meio de um pequeno RNA-guia. Devido a isto, Cas9 e classificada como uma RGEN 
( RNA-guided endonuclease) (Kanchiswamy, 2016). Endonucleases sao enzimas que clivagem 
(cortam) o acido nucleico na parte interna da molecula, ao contrario das exonucleases, que 
cortam a partir das extremidades livres 5' ou 3'. 

Frequentemente CRISPR e referida como uma tecnica de edigao genetica, isto e, capaz 
de alterar a sequencia nucleotidica. Esta alteragao pode ser de diversos tipos: (i) delegao, 
insergao ou substituigao de um ou poucos nucleotideos, (ii) delegao de elementos geneticos, 
ou (iii) integragao de elementos geneticos (e.g., transgenes), dentre outros. 

Contudo, e importante ressaltar que CRISPR pode ser usada para outros fins que nao 
de edigao genetica, por exemplo: (i) marcagao de DNA, (ii) regulagao da expressao genica, 
(iii) clivagem de RNA, (iv) mapeamento de genes ou (v) rastreamento de RNA. Nesse sentido. 
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CRISPR e mais do que uma tecnica de edigao genetica. A esse conjunto versatil de tecnicas 
derivadas os pesquisadores denominam CRISPR toolbox (caixa de ferramentas da CRISPR) 
(Lowder et al., 2015; Vora et al., 2016; Chi et al., 2016; Wright et al., 2016). 

Por fim, como visto anteriormente, e curioso notar que CRISPR e RNAi compartilham 
mecanismos moleculares comuns: os dois processos apresentam endonucleases guiadas por 
pequenos RNAs, resultando na clivagem do alvo. Devido a essas e outras semelhangas, alguns 
grupos se refiram a CRISPR como um RNAi-like process natural de procariotos (Hale et al., 
2008; Chakraborty et al., 2009; Terns e Terns, 2013; Kumar et ah, 2015). 


7. Conclusoes 

Ninguem imaginava que a modesta descoberta do loco CRISPR poderia desencadear 
uma revolucao na genetica molecular decadas mais tarde. Nos ultimos anos, pesquisas 
mostraram que Cas9 e a principal nuclease envolvida no processo de clivagem de DNA invasor, 
resultando na utilizagao do sistema CRISPR como uma ferramenta fantastica de engenharia 
genetica. Isto tornou possivel editar com sucesso o genoma de celulas de mamiferos, assim 
como de imimeros outros sistemas modelos (Hatoum-Aslan A e Marraffini LA, 2014; Jiang 
e Marraffini, 2015). 
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1. Visao geral sobre moleculas envolvidas e mecanismos basicos 
de agao 

Na natureza, CRISPR-Cas e um sistema procariotico de imunidade baseado na captura 
e insergao de pequenos pedagos de DNA advindos da invasao por virus ou plasmideos, que 
sao incorporados ao genoma da bacteria e contra os quais ela entao adquire resistencia 
(Horvath e Barrangou 2010). 

Com base nesse mecanismo natural foi desenvolvida a tecnica de CRISPR. Para 
o entendimento do papel das moleculas envolvidas nessa tecnologia, deve-se levar em 
consideragao a plasticidade dos acidos nucleicos em se dobrarem, formando estruturas 
secundarias, e interagirem entre si, nas seguintes formas: (i) DNA:DNA, (ii) RNA:RNA e 
(iii) DNA:RNA. Adicionalmente, o DNA e (ou) RNA podem se associar com outras classes de 
moleculas, como as proteinas. 

Basicamente, a tecnica de CRISPR envolve tres moleculas: uma nuclease (geralmente 
a Cas9 tipo selvagem de Streptococcus pyogenes), um RNA-guia (conhecido como single guide 
RNA) e o alvo (frequentemente o DNA). 


2. Moleculas envolvidas na tecnica de CRISPR 

2.1 A nuclease Cas9 

Cas9 e uma proteina bacteriana pertencente ao sistema CRISPR do Tipo II (vide 
capitulo 1), capaz de clivar a dupla fita de DNA em sua parte interna (i.e., uma endonuclease 
de corte duplo). A analise tridimensional da Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9), que 
e a enzima mais comumente utilizada na edigao do DNA de celulas eucarioticas, revelou 
que ela possui estrutura bilobulada: um lobulo de reconhecimento (REC) e um lobulo com 
atividade nucleasica (NUC). 0 lobulo NUC consiste nos dommios cataliticos RuvC e HNH, 
alem do domtnio de interagao com PAM (PI) (Jinek M. et al., 2012). 

2.2 RNA-guia (Single guide RNA) 

Para que Cas9 possa executar sua fungao, ela precisa ser ativada e direcionada ao seu 
alvo. No processo de imunidade natural em bacterias, estas etapas sao mediadas por duas 
moleculas de RNA que atuam cooperativamente: o crRNA ( CRISPR-derivedRNA ) e tracrRNA 
(trans-activating RNA) (figura 1) (vide apendice 1 para as caracteristicas da imunidade 
bacteriana, crRNA e tracrRNA). 

Objetivando tornar este processo o mais simples possivel para a aplicagao em 
laboratorio, pesquisadores desenvolveram o single guide RNA (sgRNA ou gRNA): uma 
molecula quimerica resultante da “fusao” do crRNA e tracrRNA, gerada para acumular as 
duas fungoes, que sao altamente dependentes de suas estruturas (figuras ID e IE). Dessa 
forma, a tecnica de CRISPR demanda apenas dois elementos exogenos: a Cas9 e sgRNA, 
facilitando assim o procedimento experimental. 

O sgRNA e composto por um dobramento em grampo formado pela sequencia de 
reconhecimento do alvo tambem conhecida como sequencia-guia (~20 nt na extremidade 5', 
especifico para cada alvo) mais uma sequencia universal (~80 nt, o scaffold, extremidade 3') 
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Casn2, Repetigoes diretas e Espagadores). B. Transcrigao do pre-crRNA. C. Pre-crRNA sofre processamento e maturagao pela RNase III, alem de outras nucleases, permitindo a formagao 
de um complexo contendo: a nuclease Cas9, o tracrRNA e o crRNA. D. 0 complexo formado e capaz de efetuar a clivagem do DNA exogeno de origem viral, dependente da interagao com a 
sequencia PAM. E. Complexo formado pela Cas9 e sgRNA, utilizado para a edigao genica em celulas de mamlferos, dependente da interagao com a sequencia PAM. Imagem: Pereira, TC (2016). 


























Cas9 



Figura 2. Representagao esquematica do complexo Cas9/sgRNA/DNA-alvo. 0 gRNA esta representado em verde, 
ressaltando a sequencia universal (scaffold - verde-escuro), guia (verde-claro) e a seed (em preto, faz parte da guia). 
0 DNA-alvo, complementar ao guia, esta representado em rosa e a fita nao complementar representada em azul, com 
a sequencia PAM destacada em amarelo. A sequencia-alvo esta indicada em roxo. A enzima Cas9 esta representada 
ao fundo em rosa-claro. Os dominios cataliticos RuvC e HNH responsaveis pela clivagem da fita nao complementar e 
complementar, respectivamente, estao indicados pelas tesouras. Imagem: Pereira, TC (2016). 


e conserva as interagoes de pareamento das bases na dupla fita (figura 2) (Jinek et al., 2012). 
O sgRNA teve sua aplicabilidade inicialmente testada em procariotos (Doudna e Charpentier 
2014; Jinek et al., 2012) e tem sido extensivamente empregado na edigao de genomas de 
celulas de mamiferos (Cong et al., 2013). 


2.3 DNA-alvo 

A regiao no DNA que sera clivada pela nuclease Cas9 possui dois elementos: (i) o alvo 
propriamente dito e (ii) uma sequencia PAM (Protospacer Adjacent Motif) (figuras IE e 2) 
(Deveau, H. et al., 2008); (Garneau et al., 2010). 

Como mencionado anteriormente, o sgRNA possui em sua extremidade 5' uma 
sequencia-guia (—20 nt), a qual ira direcionar Cas9 a encontrar uma sequencia-a/vo 
complementar de ~20 nt no DNA. Essa caracteristica tornaria o evento teoricamente especifico, 
uma vez que um alvo de 20 nt ocorre apenas uma vez a cada um trilhao de nt (4 20 ). Contudo 
experimentalmente, eventos inespecificos (off-targets) sao reportados. Alguns dos motivos 
desses erros serao discutidos posteriormente. 

O complexo Cas9/sgRNA ira interagir com o alvo apenas se houver um motivo PAM 
adjacente na outra fita de DNA (figura 2). PAMs sao sequencias curtas, geralmente de 
2-5 nt (e.g., 5' NGG3 e 5' NNGRRT3'), essenciais para a ancoragem da nuclease ao sitio 
de clivagem. 
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Figura 3. Representagao esquematica do reconhecimento da sequencia PAM pela Cas9 e organizagao estrutural 
do complexo de reconhecimento. 1. Ligagao a PAM: A sequencia PAM e essencial para o reconhecimento pela Cas9. 
Os residuos de aminoacidos Arginina 1333 e 1335 de Cas9, contidos no dominio de Interagao a PAM (PI), interagem com 
as duas bases guanina (NGG) do sulco maior do DNA. Ja no sulco menor e o residuo Lisina 1107 que interage com a PAM. 
2. Lock Loop do fosfato: Esse lago consegue posicionar o DNA de forma a permitir que o residuo de Serbia 1106 da PAM 
e dois nitrogenios, presentes no lago, formem ligagoes de hidrogenio na posigao +1 da sequencia PAM. Esse processo 
permite a estabilizagao do DNA-alvo, direcionando as primeiras bases nitrogenadas em diregao ao RNA-guia. 3. RNA-guia: 
0 DNA-alvo se pareia entao com o RNA-guia. Caso nao houvesse a ligagao inicial pela PAM e a estabilizagao do fosfato +1, 
nao seria possivel observar a interagao do RNA-guia com o DNA-alvo. Depois da correta ligagao a sequencia PAM, 
interagao do RNA-guia com o DNA-alvo e estabilizagao de todo o complexo, ocorre a clivagem da dupla fita do DNA pelos 
dominios HNH e RuvC da Cas 9 (indicado pelas setas). Imagem: Vieira, GV; Cecflio, NT; Arruda, LM e Sales, KU (2016). 


3. Mecanismo de agao de Cas9/sgRNA 

3.1 Clivagem de corte duplo 

Pesquisas de cristalografia da SpCas9 evidenciaram algumas das principals etapas 
do processo de clivagem. Inicialmente, a interagao de Cas9 com o sgRNA resulta em uma 
alteragao na estrutura da proteina, com a formagao do dominio de interagao com a PAM 
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(PI) e conseguinte associagao do complexo Cas9/sgRNA ao DNA-alvo (por meio de PAM). 
Nesta configuragao, PI atua simultaneamente nas duas fitas do DNA-alvo, mecanicamente 
separando-as (figura 3). 

Isto ocorre da seguinte maneira: reslduos conservados de arginina no PI ligam-se ao 
dinucleotideo “GG” do motivo PAM (5'NGG3"), espacialmente limitando a movimentagao 
da cadeia nao alvo. Concomitantemente, outra regiao do PI interage com um grupamento 
fosfodiester na cadeia-alvo, “afastando-a” da cadeia nao alvo. Esta agao resulta na separagao 
local das cadeias do DNA-alvo (abertura das fitas) imediatamente a montante da sequencia 
PAM. 

Esta abertura local permite, por conseguinte, iniciar a interagao da sequencia-guia 
(do sgRNA) com o alvo em si, que ocorre logo a montante de PAM (Anders et al., 2015). Em 
especial, esta etapa inicial de interagao envolve um dominio fundamental da sequencia-guia 
chamado seed, de ~8 nt de extensao (figura 2) (Semenova et al., 2011). A partir da seed, o 
pareamento entre sgRNA e alvo e iniciado (ou semeado). Mai pareamentos entre seed e um 
possivel alvo nao sao tolerados, impedindo assim a estabilizagao de Cas9/sgRNA com esta 
molecula. De outro modo, havendo perfeito pareamento entre seed e o alvo, o processo de 
abertura (separagao das duas fitas de DNA) prossegue, resultando em uma interagao estavel 
entre Cas9/sgRNA e o alvo. Ao final, a carga negativa do heteroduplex sgRNA/DNA-alvo 
e acomodada no sulco formado na interface entre os lobulos REC e NUC de Cas9, que apresentam 
carga positiva. 

Nesse momento, Cas9 esta habilitada para clivar o alvo nas duas fitas de DNA, por 
meio de seus dominios cataliticos HNH (que cliva a fita-alvo, complementar ao guia) e RuvC 
(que cliva a outra fita). Esta clivagem ocorre dentro do alvo, cerca de 3-4 pb a montante de 
PAM, gerando extremidades abruptas (i.e., blunt-end) (Jinek et al., 2012). 


3.2 Clivagem de corte simples 

E importante mencionar que, a partir da Cas9 selvagem (i.e., nao modificada), uma 
variante foi recentemente desenvolvida, denominada Cas9 nickase (Cas9n). Esta versao e 
capaz de realizar corte em apenas uma das duas cadeias do DNA-alvo, devido a inativagao 
de um de seus dominios cataliticos (RuvC ou HNH) (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012; 
Sapranauskas et al., 2011). As caracteristicas, particularidades e vantagens do uso de nickases 
serao discutidas no capitulo 6. 


4. Reparo do DNA: NHEJ e HDR 

As clivagens realizadas por Cas9, gerando extremidades abruptas (corte em ambas as 
fitas) ou nicks (corte em apenas uma das fitas), devem ser reparadas pela celula. Neste cenario, 
dois mecanismos podem entrar em agao: (i) a via de jungao de pontas nao homologas 
(NHEJ em ingles, non-homologous end joining) ou (ii) a via de reparo direcionado por 
homologia (HDR em ingles, homology directed repair). 

4.1 Jungao de Pontas Nao Homologas (NHEJ) 

Como visto anteriormente, a atividade da Cas9 selvagem gera extremidades abruptas, 
isto e, pontas de DNA que geralmente nao possuem homologia (ou complementaridade) 
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Figura 4. Reparo por Jungao de Pontas Nao Homologas (NHEJ). A. Ligagao das proteinas Ku 70 e 80 nas extremidades 
da quebra de dupla fita do DNA, formando um heterodlmero. B. Proteinas Ku servem como ancoragem para a ligagao 
de DNA-PKcs. C. Outras proteinas passam a fazer parte do complexo, como Artemis, XRCC4, DNA polimerase e DNA 
Ligase IV, efetuando o processamento das extremidades. D. Reparo do DNA finalizado pela DNA Ligase IV. Ao final do 
processo a dupla fita de DNA apresenta insergao/delegao de alguns nucleotldeos (indels). Imagem: Pereira, TC (2016). 


entre si (figura 4). Esta quebra da dupla fita de DNA (DSB em ingles, double strand break ) 
representa um dano importante as celulas eucarioticas e procarioticas, pois pode leva-las 
a apoptose ou senescencia. 0 reparo deste dano e feito pela via NHEJ, que e a mais comum 
em celulas de mamiferos e ocorre em qualquer etapa do ciclo celular (vide apendice 2 para 
detalhes de NHEJ). 

Em essencia, este mecanismo ira reunir as duas pontas de DNA, por meio de eventos 
nao dependentes de homologia entre as duas extremidades. Curiosamente, esta via e 
intrinsecamente propensa ao erro, gerando mutagoes do tipo indel (insergao ou defegao 
de um ou poucos nucleotldeos) no sitio de jungao das pontas, ou proximo a ele (Doudna 
e Charpentier, 2014). Estas mutagoes, por sua vez, comprometerao a funcionalidade do 
produto final do gene-alvo. Ou seja, a agao conjunta de Cas9-NHEJ frequentemente resulta 
no nocauteamento (inativagao) do gene. 0 nocaute genico e de grande interesse para a 
genetica, biologia celular, biomedicina e diversas outras areas, apresentando diversas 
aplicagoes (vide capitulo 4). 

4.2 Reparo Direcionado por Homologia (HDR) 

Em alguns casos, as extremidades geradas pela clivagem apresentam homologia 
entre si (ou com alguma terceira molecula). Nessas situagoes, outra via de reparo podera 
ser recrutada - a HDR, baseada em recombinagao homologa. Nas celulas eucarioticas, 
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observamos tres principals formas diferentes de recombinagao homologa que podem ser 
utilizadas no reparo por HDR: (i) a conversao genica, (ii) o reparo induzido por quebra e 
(iii) o anelamento de uma unica fita de DNA. 
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Figura S. Recombinagao homologa resultando em kiwck-in substituigio alelica. A quebra de dupla fita do DNA 
pode ser reparada via HDR na presenqa de um DNA homologo. A) 0 DNA doador possui braqos de homologia com a 
regiao adjacente ao sitio de clivagem no cromossomo. B) Estas pontas do cromossomo sofrem processamento, deixando 
extremidades 3" livres. C) Posteriormente ocorre a invasao de uma fita do DNA na regiao homologa do DNA doador e 
(D) sintese de DNA. E) 0 resultado deste processo e a integragao de uma sequencia exogena no genoma ( knock-in ) ou 
substituigao alelica. Imagem: Pereira, TC (2016). 
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Contudo, frequentemente a clivagem do DNA-alvo por Cas9 nao gera extremidades 
com algum grau de homologia. Mesmo assim, a HDR pode ser desencadeada caso se introduza 
no experimento uma molecula de DNA doador (i.e., a terceira molecula mencionada no 
paragrafo anterior), a qual deve possuir homologia com ambas as extremidades resultantes 
do corte (figura 5). 

0 desencadeamento da HDR e essencial quando se objetiva gerar celulas/organismos 
“knock-in” ou realizar substituigao alelica (figura 5). Knock-in geralmente se refere a 
introdugao de uma nova sequencia de DNA no genoma, como um transgene por exemplo (Tom 
Strachan e Andrew Read, 2013). A substituigao alelica refere-se a troca de uma sequencia 
nucleotidica por outra muito semelhante, porem distinta (i.e., de um alelo por outro) (Zhang 
et al., 2014). Em ambos os casos, o procedimento experimental de CRISPR e modificado, 
agora tres elementos exogenos sao introduzidos na celula: a nuclease Cas9, o sgRNA e o 
DNA doador (o desencadeador da HDR). 

Nesse contexto, Cas9 ira realizar o corte em um ponto especifico no genoma, ao 
qual o DNA doador apresenta homologia. Assim, logo apos a clivagem o HDR ira promover 
o reparo deste dano usando como molde o DNA doador. Se o DNA doador apresentar uma 
variagao nucleotidica em relagao ao DNA-alvo (como um Single Nucleotide Polymorphism 
- SNP), o evento resultara em uma substituigao alelica. Contudo, se o DNA doador for um 
transgene flanqueado por sequencias homologas ao sitio de clivagem, o reparo resultara 
na integragao sitio-especifica do transgene. E importante ressaltar que, atualmente, a HDR 
tern sido predominantemente realizada utilizando-se nickases. 


5. Conclusao 

Originalmente descoberto como um sistema de defesa bacteriano, CRISPR tornou-se a 
mais importante ferramenta em engenharia genetica desta decada. Baseada em um conceito 
relativamente simples, mas nao menos elegante, a tecnologia CRISPR utiliza-se de uma nuclease 
(Cas9) guiada por um RNA (sgRNA) ao DNA-alvo (contendo uma sequencia PAM), resultando 
na clivagem da dupla fita de DNA em um loco especifico. Esta quebra do DNA pode, entao, ser 
reparada por: (i) jungao de pontas nao homologas (NHEJ), que acontece predominantemente 
a partir de quebras geradas pela Cas9 selvagem e na ausencia de DNA doador ou; (ii) reparo 
direcionado por homologia (HDR), que acontece predominantemente a partir de rupturas 
geradas por Cas9 nickases e na presenga de DNA doador. O reparo por jungao de pontas nao 
homologas promove, na maioria das vezes, mutagoes indel (insergoes ou delegoes). Estas, por 
sua vez, culminam em modificagao da fase de leitura do DNA ( frameshift ) e em um codon 
de parada premature, resultando na geragao de organismos ou celulas nocauteadas. Por 
outro lado, o reparo direcionado por homologia culmina principalmente em insergoes de 
transgenes ou substitutes alelicas no genoma, de acordo com a necessidade do estudo, o 
que chamamos de knock-ins. 


Apendice 1 

Os pequenos pedagos de DNA (de origem viral, plasmidial ou de transposons) 
incorporados ao DNA genomico da bacteria denominam-se espagadores (dentro dos DNAs 
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clusterizados), e sao alojados entre sequencias repetidas, dentro dos operons associados 
aos genes Cas ( CRISPR-associated ), dispostos em tandem (Barrangou et al., 2007) (figura 1A). 
O conjunto de espagadores e transcrito em um unico RNA (pre-crRNA) (figura IB), que e 
processado a crRNA, em associagao com: (i) o trans-activating RNA (tracrRNA), (ii) a Cas9 
e (iii) a ribonuclease III (RNase III) (figura 1C). Dessa forma, as sequencias dos crRNAs 
maduros corresponderao a transcrigao dos pequenos pedagos de DNAs virais incorporados 
ao genoma bacteriano. Posteriormente, o crRNAs maduros, juntamente com a proteina Cas9 
e o trans-activating RNA (tracrRNA), sao capazes de silenciar DNAs exogenos de maneira 
muito especifica (figura ID) (Jinek et al., 2012). 

O crRNA e o RNA que reconhece o DNA-alvo. No sistema bacteriano natural, e sintetizado 
na forma de pre-crRNA durante a transcrigao do operon dos genes cas (Barrangou et al., 2007). 
A edigao do pre-crRNA em crRNA e realizada pela enzima RNase III, apos a sua associagao 
com o tracrRNA (Deltcheva et al., 2011). A RNase III e um fator geral de processamento de 
RNA bacteriano, recrutado na presenga de duplex de RNA e no sistema bacteriano CRISPR 
Tipo II, e estritamente necessaria na maturagao do crRNA. Para que seja ativo, o crRNA 
maduro deve se associar a fita complementar do DNA-alvo na regia o adjacente a PAM, 
de forma que, juntamente com o tracrRNA e a Cas9, forme o complexo efetor do sistema 
CRISPR-Cas (Ran, F.A. et al., 2013). 

O tracrRNA e um pequeno RNA nao codificante complementar as sequencias repetidas 
do transcrito precursor do crRNA (pre-crRNA) e auxilia na sua maturagao por intermedio 
da formagao de um hibrido entre o tracrRNA e o pre-crRNA (Deltcheva et al., 2011). Ainda, 
o pareamento tracrRNA/crRNA e necessario para que haja o correto reconhecimento e 
direcionamento do DNA-alvo na interagao do DNA com a Cas9. Em termos estruturais, a 
porgao inicial 5' do tracrRNA se associa a porgao terminal 3' do crRNA, de forma que as 
outras extremidades ficam livres para outras associagoes: a extremidade 5' do crRNA atua 
no reconhecimento do DNA-alvo e a porgao 3' do tracrRNA pode interagir com a Cas9. Em 
resumo, a formagao da dupla fita de RNA, na interagao tracrRNA/crRNA, e o cerne necessario 
para que o crRNA reconhega o DNA-alvo e para a atividade catalitica da Cas9. 


Apendice 2 

O NHEJ pode ser didaticamente dividido em quatro etapas (Anthony et al., 2013): 

a. O processamento inicial da quebra de dupla fita, comum aos processos de HDR e NHEJ, 
pelo complexo MRN (formado pelas proteinas MRE11, RAD50 e Nibrina), continua 
atraves do reconhecimento das extremidades danificadas do DNA por duas proteinas 
essenciais: Ku70 e Ku80 (figura 4A), que funcionam como ancoragem para outras 
proteinas importantes durante a NHEJ. 

b. A formagao do heterodimero composto pelas proteinas Ku 70 e 80 serve como suporte 
para que outras proteinas, como a DNA-PKcs, XRCC4 e APLF, sejam recrutadas para a area 
danificada do DNAproporcionando estabilidade e, assim, impegam o processamento 
nao especifico desta molecula (figura 4B). 

c. A molecula de DNA danificada e, entao, processada, para ser posteriormente religada. 
O processamento de suas extremidades e feito por diversas enzimas, como Artemis, 
PNKP, APLF, Polimerase p, entre (figura 4C). 
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d. Extremidades do DNA sao, assim, religadas pela agao da DNA Ligase IV. Diversas 
outras proteinas sao necessarias para estabilizar o processo. Vale a citagao da proteina 
XRCC4, que atua como um cofator essencial para a DNA Ligase IV. 
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1. Introdugao 

Em essentia, a versao inicial da tecnica de CRISPR promovia uma clivagem sitio dirigida 
no DNA-alvo, que poderia ser reparado por NHEJ (culminando em mutagoes pontuais aleatorias 
na sequencia-alvo) ou HDR (resultando em alteragoes precisas na sequencia nucleotidica-alvo). 

Nesta segao veremos como algumas alteragoes no protocolo experimental permitiram 
tornar a CRISPR mais versatil, expandido seu repertorio de atuagao alem da edigao genetica 
(gene editing ) tais como: marcagao de DNA ( DNA labeling), regulagao da expressao genica 
(indugao e repressao genicas), clivagem de RNAs, mapeamento de genes e rastreamento 
de RNA (RNA tracking). As aplicagoes de cada uma delas serao vistas no capitulo seguinte. 


2. Edigao de DNA 

No contexto da tecnica de CRISPR, a expressao “edigao genetica” se refere a capacidade 
de alterar a sequencia nucleotidica do gene-alvo, em analogia simples a edigao de textos no 
computador: alteramos algumas letras (nucleotideos) ou palavras (genes inteiros) de um 
documento (material genetico), afetando assim seu significado. Quando estas alteragoes 
sao muito extensas (envolvendo regioes cromossomicas) ou muito numerosas (englobando 
multiplos genes simultaneamente), referimo-nos a “edigao genomica”. 

As diversas formas de edigao genetica podem ser categorizadas de varias maneiras. Aqui 
adotaremos uma classificagao que e relativamente comum e simples: (i) a inativagao genica, 
(ii) a integragao de transgenes, (iii) a substituigao alelica e (iv) a delegao de genes inteiros. 

2.1 Inativagao genica 

A inativagao ou nocauteamento genico (gene knockout - KO) e tipicamente alcangado 
por meio de mutagoes que resultam na perda da atividade do produto final do gene (seja ele 
um RNA funcional ou uma proteina) (William S. Klug et al., 2009). A consequencia dessas 
alteragoes geneticas sao alelos nulos, i.e., sem fungao biologica (Benjamin Lewin, 2008). 
O nocauteamento pode ser alcangado tanto por clivagem por Cas9 seguida por NHEJ quanto 
pela HDR, sendo esta ultima mais especifica, por induzir alteragoes precisas. 

Como descrito no capitulo anterior, NHEJ e um processo propenso ao erro, promovendo 
indels no sitio de clivagem (figura 1). Esta insergao/delegao de um ou poucos nucleotideos, 
quando nao multiplos de tres, altera a fase de leitura do gene em questao. Isto, por sua vez, 
quase sempre resulta em um codon de parada prematuro, gerando assim proteinas truncadas 
(figura 1) (Hsu, et al., 2014; Mei et al. 2016). 

Apesar de sua vasta aplicagao para o nocauteamento de genes, NHEJ nao permite um 
controle da mutagao gerada. Eventualmente podem ocorrer insergoes/delegoes de nucleotideos 
em um numero multiplo de tres e em fase com a matriz de leitura, resultando na simples 
adigao ou delegao de um ou poucos aminoacidos na proteina final. Esta pequena alteragao 
pode ou nao ter efeito biologico significativo. 

Alternativamente, pode-se obter o nocaute genico por HDR, que permite modificagoes 
precisas no gene-alvo na presenga de um DNA doador. Neste cenario, o DNA doador e, em si, a 
versao nocauteada do gene-alvo. Esta versao nocauteada deve ser construida em laboratorio, 
apresentar uma mutagao bem definida e sera integrada no genoma por recombinagao (figura 2). 
Para tanto, faz-se necessario a cotransfecgao de Cas9, gRNA e o DNA doador. Para edigoes 
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Figura 2. Mecanismos de nocauteamento via CRISPR. Apos a clivagem por Cas9, NHEJ repara a dupla fita de DNA, 
adicionando ou deletando nucleotideos ( indels ). Esta mutagao pontual tem como consequencia o aparecimento de um 
codon prematuro de parada, levando ao nocauteamento do gene (KO). Alternativamente, HDR repara a dupla fita de 
DNA por recombinagao homologa na presenga de um DNA doador com extremidades homologas ao DNA original (versao 
nocauteada do gene), usando-o como molde para recombinagao. Imagem: Pereira, TC (2016). 


curtas, de ate 50 pares de bases (bp), oligonucleotldeos de fita simples podem ser utilizados 
como DNA doador, sendo uma opgao simplificada (vide capitulo 9 para detalhes experimentais). 

Estrategias mais elaboradas podem ser feitas para o nocauteamento via HDR. Por 
exemplo, o DNA doador pode ser urn gene marcador de resistencia a antibidticos ( e.g ., Neo R ) ou 
umgene codificador de uma proteinafluorescente (e.g., GFP) com extremidades homologas ao 
gene-alvo. Como resultado da HDRtemos uma inativagao insercional, i.e., a insergao de Neo R 
(ou GFP) dentro do gene-alvo resultando em seu nocauteamento. Adicionalmente, a selegao 
das celulas modificadas por esta abordagem torna-se um procedimento extremamente facil. 

Contudo, ao contrario de NHEJ, HDR e geralmente ativa apenas em celulas em divisao. 
Isto ocorre porque as celulas possuem mecanismos de inibigao de HDR durante as fases 
iniciais do ciclo celular, a fim de evitar fusao de telomeros. Adicionalmente, a eficacia de 
HDR pode variar amplamente dependendo do tipo celular, do local de edigao e do modelo 
de reparo. Portanto, apesar de NHEJ nao ser o modelo de nocauteamento genetico mais 
preciso, e por muitas vezes a tecnica de escolha devido a dificuldades metodologicas de 
implementagao de HDR (RAN et al., 2014). 

Em sintese, a inativagao genica (KO) pela tecnica de CRISPR pode ser alcangada via 
NHEJ, gerando indels que frequentemente resultam em proteinas truncadas. Alternativamente, 
o KO pode ser obtido via HDR, utilizando um DNA doador, levando a uma inativagao de 
natureza predeterminada. Todas estas modificagoes resultam em alelos nulos. 

2.2 Integragao de transgenes 

Apesar de existirem diversas estrategias para a integragao de sequencias exogenas 
(e.g., transgenes), geralmente elas nao sao sitio dirigidas, i.e., o evento ocorre ao acaso no 
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genoma. Isto pode ser problematico se a insergao do transgene ocorrer dentro de um gene 
endogeno importante, inadvertidamente inativando-o. 

A estrategia de knock-in (KI) foi desenvolvida para sanar esta problematica, permitindo 
a integragao de transgenes em regioes predeterminadas do genoma, evitando-se assim efeitos 
indesejados (Tom Strachan e Andrew Read, 2013). Isto e posslvel porque a KI e um processo 
baseado em recombinagao homologa (HDR), muito semelhante ao visto para KO. A unica 
diferenga e que o DNA doador, neste caso, e um transgene apresentando extremidades com 
homologia a alguma regiao intergenica do genoma (i.e., uma regiao sem genes) (figura 2). 


2.3 Substituigao alelica 

Adicionalmente, a KI permite outro efeito: a substituigao alelica, mencionada no 
capitulo anterior. Este processo visa a troca da sequencia nucleotidica do alelo endogeno 
por outra sequencia exogena ligeiramente diferente, portando SNPs ou pequenas mutagoes 
(Zhang et al., 2014). 0 principio geral e o mesmo: a administragao de Cas9, gRNA e um 
DNA doador (que e, em si, o novo alelo) permite a recombinagao homologa, resultando na 
substituigao alelica. 

2.4 Delegao de genes inteiros 

Em algumas situagoes, a delegao da sequencia completa do gene e mais interessante 
do que gerar mutagoes pontuais nele (por NHEJ ou HDR). Isto porque muitas mutagoes de 
ponto eventualmente geram alelos nao nulos, i.e., que permitem uma atividade ainda que 
parcial do gene-alvo. Entretanto, a delegao completa de um gene resultara inexoravelmente 
em uma mutagao nula. Uma celula cujos dois alelos do “gene A” foram completamente 
deletados apresenta um genotipo A“gene A”/A“gene A” (A e simbolo genetico para delegao). 

A delegao de genes inteiros pela tecnica de CRISPR pode ocorrer tanto por uma unica 
quebra da dupla fita de DNA, quanto por duas quebras da dupla fita (Sander e Joung, 2014; 
Mei et al. 2016). 

Na primeira, o mecanismo de reparo sera sempre HDR, sendo similar ao KO e KI 
induzidos por recombinagao homologa. Neste caso, porem, vale ressaltar que o DNA doador e 
composto por uma sequencia sem o gene de estudo, apenas com as extremidades homologas 
ao cromossomo (figura 3A). 

Na segunda, diferentemente das edigoes genicas anteriormente descritas, a delegao 
ocorre por intermedio de duas quebras na dupla fita de DNA. Para isso, empregam-se duas 
endonucleases Cas9 e dois gRNAs com sequencias distintas. Na ausencia de uma sequencia 
doadora ocorrera NHEJ, via jungao de extremidades que nao envolvem o gene-alvo (figura 3B). 
Contudo, na presenga de um DNA doador (de mesma natureza que no exemplo A), ocorrera 
o HDR. 


3. Marcagao de DNA 

A tecnica de DNA labeling associada a CRISPR consiste na marcagao in situ de locos 
genicos com fluorocromos, que possibilitam a visualizagao tridimensional do loco em celulas 
fixadas e tambem vivas (Anton et al., 2014) sem a necessidade de desnaturagao do DNA 
(Ma et. al, 2015). Tecnicas que possibilitam a localizagao espacial de locos sao importantes 
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Figura 3. Delegao de genes inteiros. (A) Uma unica quebra da dupla fita de DNA, sob o reparo por HDR, leva a delegao do gene inteiro se o DNA doador for composto por uma sequencia 
com homologia com o cromossomo, mas sem o gene-alvo. (B) Quebras duplas na dupla fita de DNA (mediada por dois gRNAs distintos) tambem podem levar a delegao do gene, por duas 
maneiras distintas. A esquerda, via NHEJ, a delegao ocorre devido a simples jungao de extremidades sem o envolvimento do fragmento do gene-alvo. A direita, via HDR, ocorre o reparo 
por recombinagao homologa, tendo um DNA doador (o mesmo do exemplo “A”) como molde para a jungao. G1 e G3: “gene 1” e “gene 3”, para referenda. Imagem: Pereira, TC (2016). 
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Figura 4. DNA labeling por dCas9. A hibridizagao in situ de locos genicos ocorre pela ligagao de diversas dead Cas9 a 
dupla fita de DNA. gRNA com especificidade para diferentes sitios de um mesmo loco direcionam o local alvo de ligagao 
para dCas9.0 acumulo de dCas9, em associagao com proteinas fluorescentes, leva ao aumento pontual de fluorescencia, 
detectavel por microscopia de fluorescencia de alta resolugao. Imagem: Pereira, TC (2016). 
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Figura 5. DNA labeling por Cas9n. A marcagao de regioes especificas do genoma por nucleotideos fluorescentes ocorre 
por intermedio de uma Cas9 modificada (Cas9n), que realiza a quebra apenas na fita 3' -5' do DNA. Em seguida, pela 
agao da Taq DNA polimerase, nucleotideos fluorescentes sao adicionados adjacentes a quebra da fita dupla, marcando 
portanto a regiao especifica para o gRNA. Imagem: Pereira, TC (2016). 
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para o entendimento dos mecanismos de regulagao genica espago-temporal. Adicionalmente, 
consiste em uma poderosa ferramenta de diagnostico genetico in situ. 

Por diversas decadas, tecnicas de hibridizagao in situ associadas a acidos nucleicos 
fluorescentes (FISH) permitiram a localizagao de locos genicos. Porem, devido a necessidade 
de fixagao da celula e desnaturagao do DNA, nunca foi posslvel precisar tais informagoes 
em celulas vivas (Ma et al., 2015). 

A presente metodologia consiste na utilizagao de uma nuclease Cas9 cataliticamente 
inativa, ou seja, incapaz de clivar a dupla fita de DNA mesmo estando associada gRNA. Devido 
a esta caracteristica, ela e denominada dead Cas9 (dCas9). Ao gene da dCas9 associa-se 
uma sequencia codificadora de uma proteina de marcagao, tal como a proteina verde 
fluorescente (GFP), proteina vermelha fluorescente (RFP), dentre outras. Portanto, ao ser 
expressa, a dCas9 apresenta-se indiretamente fluorescente. 

Por intermedio da associagao de dCas9 a diversos gRNAs especificos para diferentes 
sitios do mesmo loco, ha uma concentragao de dCas9 fluorescentes na regiao de interesse 
do genoma (figura 4). Consequentemente, por meio de microscopia de fluorescencia de alta 
resolugao e possivel observar pontos correspondentes ao loco genico. 

Com o avango continuo das diversas aplicagoes do sistema CRISPR nas ciencias 
biologicas, hoje ja existem variagoes da tecnica de DNA labeling. Dentre as mais relevantes 
estao a fusao de proteinas fluorescentes, tanto com a dCas9 quanto com o gRNA, desta forma 
disponibilizando um painel de cores diferentes, que devem se sobrepor no momento de uma 
ligagao dCas9/gRNA, assim como reduzir o background de ligagoes inespecificas. Tambem 
como variaveis da tecnica ressalta-se tanto a transfecgao dos plasmideos de expressao de 
dCas9 e gRNA em celulas vivas, quanto a metodologia de marcagao de celulas fixadas (Deng 
et al., 2015). Finalmente, uma metodologia inovadora propoe a adigao, por meio de uma DNA 
polimerase, de nucleotideos fluorescentes adjacentes ao sitio de corte de fita simples pela 
Cas9 nickase (Cas9n), desta forma amplificando o sinal de fluorescencia e possibilitando 
uma analise com maior cobertura do genoma (McCaffrey et al., 2015) (figura 5). 


4. Requlacao da expressao genica 

Uma das primeiras aplicagoes provenientes da criagao dCas9 foi a regulagao da expressao 
genica (Gilbert et al., 2013). Pesquisadores fusionaram a dCas9 a proteinas reguladoras da 
transcrigao genica, transformando-a em uma proteina de transporte, capaz de levar esses 
elementos para uma sequencia de DNA especifica gragas ao gRNA. Dependendo da classe de 
proteina reguladora conduzida pela dCas9, pode-se induzir ou reprimir a expressao do gene, 
modificando-se ou nao a cromatina ao seu redor. Nesta segao vamos apresentar algumas 
variantes da dCas9 que podem ser usadas com esse proposito, assim como as vantagens e 
desvantagens de cada abordagem. 

4.1 Para inducao da expressao genica 

Induzir a expressao de um gene usando a dCas9 e talvez uma das aplicagoes mais 
desafiadoras desse sistema. Isso porque o posicionamento incorreto da dCas9 no promotor ou 
em suas sequencias regulatorias ( enhancers ) pode impedir a ligagao de fatores de transcrigao 
endogenos e do complexo da propria RNA polimerase ao DNA. Alem disso, altos niveis 
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de compactagao da cromatina, fenomeno tipico de genes silenciados, pode dificultar o 
posicionamento do gRNA. 

Aversao da dCas9 mais utilizada para indugao de transcrigao e a dCas9-VP64 (Maeder 
et al., 2013). Nessa variante, a dCas9 e fusionada a um tetramero da protelna VP16* (figura 6A), 
um fator de transcrigao do Herpesvirus simplex tipo 1 usado para transcrigao robusta e 
imediata de genes no comego da infecgao. Embora a dCas9-VP64 seja suficiente para indugao 
de transcrigao da maior parte dos genes, tambem e possivel utilizar a versao com 10 dominios 
do VP16 (dCas9-VP160) caso a indugao seja insuficiente. Da mesma maneira, a dCas9-VP48 
(com 3 dominios do VP16) pode ser usada para uma indugao mais modesta do gene de 
interesse (Cheng et al., 2013). 

Outro aspecto a ser observado para indugao de transcrigao e a quantidade e o 
posicionamento dos gRNAs. Salvo raras excegoes, multiplos gRNAs devem ser usados 
simultaneamente para que qualquer aumento de transcrigao seja detectado (Maeder et al., 
2013). Geralmente, 3 ou 4 gRNAs posicionados na sequencia a montante (extremidade 5') do 
sitio de inicio de transcrigao (do ingles, transcription start site, ou TSS) sao suficientes para 
gerar transcrigao. Entretanto, em alguns casos 10 gRNAs ou mais podem ser necessarios. 

Os gRNAs devem ser desenhados de forma que se liguem a sequencias proximas ao 
promotor do gene de interesse. Contudo, os gRNAs devem evitar as regioes utilizadas para a 
ligagao do complexo da RNApolimerase. Os gRNAs mais bem-sucedidos sao complementares 
a fita de DNA que servira de molde para o RNA, com algumas excegoes. Dessa forma, a posigao 
do gRNA vai variar de gene para gene, e cabe ao pesquisador encontrar aqueles adequados 
para o seu experimento. Por exemplo, para ativar o gene VEGFA e preciso colocar os gRNAs 
entre 450 e 600 pares de bases a montante do TSS. Ja para o gene NFT3, os melhores gRNAs 
estao a 135 pares de bases do TSS (Maeder et al., 2013). 

Em casos em que a dCas9-VP64nao e suficiente para induzir transcrigao, alternativas 
como a dCas9-SunTag 10x -VP64 (figura 6B) podem ser utilizadas (Tanenbaum et al., 2014). 
O sistema SunTag foi criado em 2014 para a amplificagao de sinais de fluorescencia emitidos 
por uma proteina. A SunTag e uma sequencia de peptideos que pode ser adicionada a proteina 
de interesse. Cada peptideo da SunTag e reconhecido por um fragmento de anticorpo de cadeia 
simples (scFv, do ingles single-chain variable fragment ) fusionado a outras proteinas. No caso 
da dCas9-SunTag 10x -VP64, a dCas9 apresenta 10 copias do peptideo, que sao reconhecidos 
por 10 anticorpos scFv fundidos a uma VP64 cada. Desta forma, para cada dCas9-SunTag 10x 
presentes no DNA, 10 fatores de transcrigao sao recrutados. O resultado e um aumento 
robusto na transcrigao do gene de interesse. Em varios casos e possivel inclusive induzir um 
aumento de 3 a 40 vezes na transcrigao de um gene com um unico gRNA. A desvantagem 
dessa tecnica e que a celula precisa apresentar nao somente o gRNA e a dCas9-SunTag 10x , 
mas tambem o anticorpo scFv contra a sequencia de peptideos. A sua maior vantagem esta 
na possibilidade de se usar somente um gRNA, em vez de 3 ou ate 10 gRNAs. 

Uma estrategia diferente para indugao de transcrigao baseia-se em modificar a cromatina 
onde o TSS se situa. Genes silenciados possuem uma assinatura heterocromatica, que inclui 
metilagao e deacetilagao de histonas associadas. Por sua vez, genes ativos sao caracterizados 
por pouca metilagao e muita acetilagao. Por essa razao, pesquisadores comegaram a fusionar 
a dCas9 a enzimas que induzem acetilagao de histonas. Essa abordagem e especialmente 


* Nota: Veja que os multimeros de VP16 sao nomeados de acordo com os valores multiplos correspondentes. Por 
exemplo, o trimero de VP16 e chamado VP48 (pois 16x3 = 48); o tetramero, VP64; o decamero, VP160. 
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Figura 6. Modelos de uso da dCas9 para indugao da expressao genica. A) dCas9-VP64: a dCas9 e fusionada a 4 copias 
do fator de transcrigao VP16. Multiplas copias da dCas9-VP64 devem ser recrutadas por varios gRNAs as regioes 
proximas ao promotor do gene de interesse. B) dCas9-SunTag-VP64: a dCas9 e fusionada a uma cadeia de peptideos 
(representados como retangulos pretos) e levada ao promotor do gene de interesse por um ou mais gRNAs. A cadeia de 
peptideos e reconhecida por anticorpos de cadeia simples fundidos ao VP64. C) dCas9-p300core: variante que, atraves 
do nucleo catalitico do p300, induz acetilagao de histonas e abertura da cromatina proxima ao TSS (sitio de iniciagao 
da transcrigao) do gene de interesse. Imagem: Nunes, PR (2016). 
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interessante para ativagao transcricional de genes presentes em regioes de cromatina muito 
condensada, onde ate a ligagao de diversos gRNAs pode ser dificil. 

Uma das enzimas acetiltransferases mais conservadas em eucariotos e a p300.0 nucleo 
da p300 (p300 core ) pode ser fusionado a dCas9 e levada, por rneio de um gRNA, ate a regiao 
regulatoria ( enhancer ) do gene de interesse (figura 6C). Uma vez posicionada, o p300 core 
adiciona grupos acetil as histonas vizinhas (principalmente na histona H3, lisina 27) e assim 
induz aberturas na heterocromatina e o recrutamento de fatores de transcrigao (Tsankov 
et al., 2015). Alem disso, o p300 core tambem e capaz de recrutar a RNA polimerase II para 
formar o complexo de iniciagao de transcrigao (Cho et al., 1998). 

A dCas9-p300 core induz transcrigao em niveis maiores do que a dCas9-VP64 e, assim 
como a dCas9-SunTag 10x -VP64, pode ser usada com um unico gRNA. A vantagem da dCas9- 
p300 core sobre a versao SunTag e que a celula so precisa apresentar a dCas9-p300 core e o gRNA, 
sem necessidade adicional dos anticorpos scFv contra a cadeia de peptideos. 

Continuamente, sistemas cada vez mais complexos e eficientes para indugao da 
expressao genica podem ser encontrados. A dCas9 foi recentemente fundida a tres ativadores 
de transcrigao ao mesmo tempo, formando a dCas9-VP64-p65-Rta. A nova versao promete 
uma indugao 40 a 100 vezes mais forte do que a dCas9-VP64 original (Chavez et al., 2015). 
Ao mesmo tempo, o proprio gRNA comega a ser modificado para formar estruturas que 
podem recrutar indiretamente fatores de transcrigao. O recrutamento e feito por meio de 
outras proteinas (fundidas aos fatores de transcrigao de interesse) que reconhecem essas 
estruturas formadas pelo RNA (Konermann et al., 2014). 

A indugao de transcrigao genica a partir dos proprios promotores endogenos dos 
genes e uma das aplicagoes mais poderosas da dCas9. Isto porque diferentes isoformas 
do transcrito, geradas pelo processo de splicing, nao podem ser reproduzidas com outras 
tecnicas de superexpressao do DNA complementar (cDNA). Alem disso, tornou-se mais facil 
e fisiologico induzir a expressao de RNAs longos e nao codificantes (IncRNAs) e de RNAs 
que possuem diferentes TSS. A expressao de multiplos gRNAs ao mesmo tempo possibilita 
ainda a indugao de varios genes simultaneamente na mesma celula, no processo chamado 
multiplexing (Cheng et al., 2013). Atraves do uso das variantes da dCas9, tambem pode-se 
atingir diferentes niveis de indugao de expressao genica. Cabe ao pesquisador determinar 
os melhores gRNAs a serem utilizados e a dCas9 mais apropriada para o seu objetivo. 

4.2 Para repressao da expressao genica 

Uma das melhores maneiras de se determinar a fungao de uma proteina ou de um 
RNA e basicamente elimina-los da celula e observar quais processos sao afetados por sua 
ausencia. Por muitos anos, a tecnica de interferencia por RNA (RNAi) foi usada com esse 
proposito. Entretanto, RNAi e um metodo potencialmente caro e pouco efetivo contra certos 
alvos, principalmente IncRNAs. Para contornar esse problema, a tecnica de Interferencia via 
CRISPR (CRISPRi) foi introduzida (figura 7). 

Usar a dCas9 para reprimir a expressao de um gene e relativamente mais facil do que 
usa-la para induzir transcrigao. Isso porque um unico gRNA bem posicionado ja e suficiente 
para supressao de ate 80% da transcrigao (Gilbert et al., 2013). Entretanto, se o uso de somente 
um gRNA nao alcangar a repressao genica desejada, multiplos gRNAs podem ser usados. 

A dCas9 pode ser utilizada sozinha ou em sua forma fusionada ao repressor de 
transcrigao KRAB (do ingles, Kriippel-associated box domain). Em ambos os casos, a dCas9 
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dCas9 


Repressao da expressao genica: 

++ 

Numero de gRNAs necessarios: 

1 ou mais 

Modificagao da cromatina: 

nenhuma 



dCas9-KRAB 


Repressao da expressao genica: 

+++ 

Numero de gRNAs necessarios: 

1 ou mais 

Modificagao da cromatina: 

metilagao de histonas 


Figura 7. Modelos de uso da dCas9 para repressao da expressao genica. A) dCas9: esta proteina sozinha pode ser 
usada para impedir a ligagao de fatores de transcrigao e do complexo da RNA polimerase II ao DNA. Para isso, deve-se 
posiciona-la perto do TSS (sitio de iniciagao de transcrigao) do gene de interesse. B) dCas9-KRAB: essa variante, alem 
de servir de barreira fisica contra a transcrigao, tambem modifica a cromatina proxima do TSS de maneira a torna-la 
mais heterocromatica e menos acessivel a maquinaria de transcrigao. Imagem: Nunes, PR (2016). 


deve ser direcionada ao promotor de um gene ou ao seu TSS. A dCas9 liga-se com grande 
afinidade ao DNA atraves do gRNA e bloqueia a ligagao de fatores de transcrigao e do complexo 
da propria RNA polimerase, impedindo a transcrigao (Gilbert et al., 2013). 

Ja a dCas9-KRAB, alem de impedir fisicamente a ligagao de outras proteinas ao DNA, 
tambem promove a formagao de heterocromatina ao seu redor. 0 dominio KRAB recruta 
indiretamente proteinas da familia da HP1 (do ingles, heterochromatin protein 1) que, por 
sua vez, interagem com histonas metiltransferases, induzindo metilagao da histona H3, 
por exemplo. 

0 local de ancoragem (posicionamento) da dCas9 (com ou sem KRAB) tambem e 
um aspecto essencial para repressao eficiente da transcrigao. 0 gRNA deve ser dirigido a 
regiao do TSS, ou ate 100 pares de bases antes ou depois do mesrno (Gilbert et al., 2013). Em 
geral, quanto mais longe do TSS estiver a dCas9, menos efetiva a repressao sera. A excegao 
acontece quando a dCas9-KRAB e posicionada de forma a silenciar enhancers distantes (a 
dezenas de milhares de pares de bases do TSS) (Thakore et al., 2015). Tal estrategia pode ser 
usada para mapear enhancers de genes especificos, mas a repressao em si e menos robusta 
do que aquela obtida com posicionamento da dCas9-KRAB proxima ao TSS. 
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Assim como na indugao da expressao genica, multiplos gRNAs podem ser usados 
simultaneamente em combinagao com a dCas9 ou dCas9-KRAB de forma a reprimir a expressao 
de varios genes ao mesmo tempo ( multiplexing ), o que nao e facilmente feito com tecnicas 
de RNAi. A CRISPRi tambem possibilita a repressao da expressao de protemas na fonte, por 
interferir diretamente com a produgao do mRNA (i.e., silenciamento genico transcricional). 
Da mesma forma, tornou-se mais facil controlar os niveis de IncRNAs e de outros RNAs 
contra os quais tecnicas tradicionais de RNAi nao sao eficientes. Embora seja uma tecnica 
simples, rapida e robusta, o pesquisador deve determinar a melhor posigao da dCas9 ou da 
dCas9-KRAB e se mais de um gRNA e necessario. 


5. Clivagem de RNAs 

O dominio catalitico da Cas9 que corta a fita de DNA complementar ao gRNA (dominio 
chamado HNH) tern a mesma estrutura de alguns dominios que cortam RNA. A partir dessa 
observagao, a possibilidade de se usar a Cas9 para clivar RNAs comegou a ser estudada. 
0 maior problema encontrado e que a Cas9 se liga com pouca afinidade ao RNA de fita 
simples (ssRNA), e nao se liga a niveis detectaveis ao RNA de fita dupla (dsRNA). Para induzir a 
associagao da Cas9 com o RNA e necessario prover a celula com sequencias chamadas PAMmers 
(figura 8): cadeias de DNA em fita simples (ssDNA) formadas por 10 ou ate 20 nucleotideos 
e cujas extremidades 5' contenham a sequencia PAM (5'-NGG-3', ou somente 5'-GG-3') 
(O’Connell et al., 2014). A fungao dos PAMmers e se parear com o RNA-alvo e apresentar 
a sequencia PAM a Cas9. Isso induz uma mudanga de conformagao da Cas9 e permite que 
seus sitios cataliticos clivem o RNA. 

Essa estrategia leva a clivagem eficiente do RNA de interesse, mas tambem pode levar 
a associagao do complexo Cas9/gRNA com outros RNAs contendo PAMmers. Para reduzir a 
associagao da Cas9/gRNA com alvos indesejados, os PAMmers devem ser estendidos em ate 
8 bases na extremidade 5' (figura 8B). Nesse caso, parte do PAMmer fica alinhado a sequencia 
reconhecida pelo gRNA, impedindo a ligagao do gRNA ao RNA sem que haja dissociagao de 
parte do complexo PAMmer-RNA. Essa dissociagao necessita da energia que e normalmente 
liberada pelo pareamento de bases entre o gRNA e o RNA-alvo. Assim, a ligagao do gRNA 
a um RNA que nao tern uma sequencia compativel com o gRNA torna-se energeticamente 
desfavoravel, reduzindo a afinidade do complexo Cas9/gRNA por outros RNAs. 

Outro problema em potencial e a provavel clivagem do DNA que deu origem ao 
RNA-alvo pela Cas9, ja que ambos possuem a mesma sequencia. Para contornar este problema, 
os PAMmers devem se direcionar a parte do RNA onde nao haja uma sequencia PAM presente, 
criando um desalinhamento de tres pares de base (figura 8C). A sequencia PAM presente no 
PAMmer, mesmo nao complementar ao RNA-alvo, e suficiente para recrutar e ativar a Cas9, 
enquanto a ausencia da PAM no genoma impede que ele seja clivado pela Cas9 (O’Connell 
et al., 2014). Tal estrategia tambem permite a clivagem de RNAs que eventualmente nao 
possuam uma sequencia PAM. 

Em resumo, PAMmers simples (figura 8A) sao os mais eficientes em induzir clivagem 
do RNA-alvo, porem existe a possibilidade de clivagem de outros RNAs contendo PAMmers e 
do DNA. PAMmers com extensao na extremidade 5' (figura 8B) reduzem significativamente a 
clivagem de outros RNAs, mas tambem podem diminuir em ate 10 vezes a clivagem do RNA-alvo. 
PAMmers com sequencia PAM nao complementar ao RNA-alvo (figura 8C) eliminam a 
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A 

3' 


3' 


5' 


Alta afinidade da Cas9/gRNA pelo RNA-alvo 
Alta afinidade da Cas9/gRNA por outros RNAs 
Possivel clivagem de DNA 




3' 5' 

Reduzida afinidade da Cas9 pelo RNA-alvo 
Insignificativa afinidade da Cas9/gRNA por outros RNAs 
Possivel clivagem de DNA 



Reduzida afinidade da Cas9 pelo RNA-alvo 
Insignificativa afinidade por outros RNAs 
Insignificativa clivagem de DNA 


Figura 8. Clivagem de RNA pela Cas9 e os diferentes PAMmers que podem ser utilizados. 0 RNA e mostrado em 
preto (linha inferior) e o retangulo preto representa a sequencia do RNA reconhecida pelo gRNA. Os PAMmers (ssDNA) 
sao mostrados em cinza (linha superior). A) PAMmer simples, com a sequencia PAM no seu final 5'. Este PAMmer tern 
alta afinidade pelo RNA-alvo, mas tambem se liga a outros RNAs e ao DNA. B) 0 PAMmer com uma extensao na sua 
extremidade 5' tern maior afinidade pelo RNA-alvo e menor afinidade por outros RNAs. Entretanto, esses PAMmers 
dificultam a interagao do complexo Cas9/gRNA com o RNA, ja que a ligagao entre o PAMmer e o RNA-alvo deve ser desfeita 
antes do alinhamento do gRNA com o RNA de interesse. C) 0 PAMmer com uma sequencia PAM nao complementar 
ao RNA-alvo tern menor afinidade pelo mesmo, mas nao leva a clivagem do DNA que deu origem ao RNA de interesse. 
Imagem: Nunes, PR (2016). 


clivagem do DNA. Todas as modificagoes do PAMmers tern vantagens e desvantagens. Cabe 
ao pesquisar escolher a abordagem de acordo com a eficiencia e especificidade desejadas. 

A mesma tecnica pode ser usada tambem para precipitagao de RNAs especlficos. 
Para isso, deve-se usar a dead Cas9 em vez da Cas9 cataliticamente ativa e utilizar PAMmers 
feitos de oligomeros modificados com 2' O-Metil, o que impede que RNases degradem a 
duplex RNA:DNA (O’Connell et al., 2014). A dCas9 nesse caso pode ser precipitada com um 
anticorpo contra a propria dCas9 ou contra uma tag adicionada a ela. 

0 uso da Cas9/dCas9 para clivar ou precipitar RNAs especlficos pode transformar o 
modo como estudamos estas moleculas. A tecnica promete a clivagem especifica dos RNAs 
selecionados e a possibilidade de se isolar um RNA sem que uma tqgtenha sido inserida nele 
previamente. Alem disso, seu baixo custo e facilidade interessa toda a comunidade cientifica. 


6. Mapeamento de genes 

Um dos principals objetivos da genetica moderna consiste na localizagao e identificagao 
de sequencias de DNA responsaveis por determinadas variagoes fenotipicas. Em qual(ais) 
cromossomo(s) estao os genes responsaveis pela cor dos olhos? E pelo tamanho das asas em 
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moscas de fruta? E por certas deficiencias como hemofilia ou talassemia? Algumas destas 
perguntas puderam ser respondidas atraves dos estudos iniciais de Morgan e de seu aluno 
Sturtevant, como a heranga de genes localizados no mesmo cromossomo. Nesses estudos, 
a taxa de recombinagao genica meiotica entres dois genes era correspondente a distancia 
destes no cromossomo (Snustad e Simmons, 2012). 

A partir disso, o mapeamento genetico vem sendo realizado atraves do estudo da 
cosegregagao (heranga conjunta) de determinados marcadores geneticos com o fenotipo de 
interesse em um amplo grupo de individuos, para assim determinar as regioes especlficas 
do genoma que influenciam este fenotipo (Snustad e Simmons, 2012). Entretanto, esta forma 
de localizagao depende da taxa de recombinagao meiotica na regiao entre os diferentes 
marcadores geneticos que, em geral, e muito baixa. Dessa forma, na pratica, a localizagao 
especifica de genes ou variantes internas de cada gene, como polimorfismos, torna-se inviavel, 
visto que exigem construgoes de paineis imensos de individuos ou estudos de varias geragoes. 

Um novo rnetodo tambem baseado em eventos de recombinagao direcionados a 
regioes de interesse vem sendo desenvolvido atraves do estudo de recombinagoes mitoticas, 
permitindo o aumento da resolugao do mapeamento (Yin e Petes, 2013). A recombinagao 
mitotica ocorre de forma rara durante o reparo de quebras de fita dupla por recombinagao 
homologa, gerando um cromossomo recombinante. Supondo uma celula heterozigotica, 
este processo, conhecido por perda da heterozigosidade, resultaria em celulas filhas cujo 
genotipo e completamente homozigoto do ponto de quebra e reparo ate o telomero; no 
restante do cromossomo, ele permanece semelhante a celula-mae - heterozigoto. Assim, 
para construgao do mapa genomico utilizam-se individuos com perda da heterozigosidade 
em diferentes pontos do genoma associados com a variagao do fenotipo estudado (Henson 
et al., 1991). Na pratica, estes estudos tambem sao limitados devido a baixa frequencia em 
que esses eventos de recombinagao mitotica ocorrem naturalmente. 

E neste contexto que o sistema CRISPR-Cas9 pode ser aplicado no processo de 
mapeamento genetico. Esse sistema facilita a construgao de paineis de individuos com 
diferentes niveis de perda de heterozigosidade atraves da indugao de eventos de recombinagao 
mitotica em locais especificos (Sadhu et al., 2016) (figura 9). Como ja elucidado no capitulo 2, 
a endonuclease Cas9 e capaz de causar quebra dupla na fita de DNA em uma sequencia 
especifica de acordo com o RNA-guia ligado a ela. No entanto, para que Cas9 se ligue e clive 
o DNA com sucesso e necessaria uma sequencia PAM localizada na fita complementar a 
sequencia-alvo (Doudna e Charpentier, 2014). 

Para a ocorrencia da perda da heterozigosidade em individuos heterozigotos como 
explicado acima, e necessario a quebra de dupla fita em apenas um dos cromossomos 
homologos. Mas como garantir que CRISPR atue em apenas um dos cromossomos? Este 
objetivo e alcangado com a utilizagao de sitios PAM polimorficos, garantindo que apenas 
um dos cromossomos seja afetado pela quebra da fita dupla (Sadhu et al., 2016). 

Recentemente, a aplicagao de CRISPR permitiu mapear a sensibilidade a manganes a 
um polimorfismo unico no transportador Pmrl (Sadhu et al., 2016), mostrando alta resolugao 
da tecnica de mapeamento. Para tanto, inicialmente foram desenvolvidos 95 RNAs-guias que 
direcionaram Cas9 a sitios distribuidos ao longo de todo o brago esquerdo do cromossomo 7 
da levedura Saccharomyces cerevisiae. A cepa utilizada no estudo era diploide heterozigotica 
originaria do cruzamento de uma cepa de laboratorio (BY) e um cepa de vinhedo (RM). 
Depois do processo de quebra e reparo, as celulas que sofreram reparo foram separadas por 
citometria de fluxo de acordo com a perda do gene GFP proximo ao telomero. O sequenciamento 
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dominante (banda preta). 0 processo pode ser repetido varias vezes e assim, pelo seguimento de marcadores, e possivel mapear as variantes genicas de uma determinada 
regiao cromossomica. Adaptado de Sadhu et al., 2016. Imagem: Roberto, GM e Annichini, MSB (2016). 
















































posterior de 4 linhagens originarias de cada RNA-guia mostrou que 75% dos eventos de 
recombinagao ocorreram de forma bem-sucedida em torno de 20 kb da sequencia-alvo. 
0 crescimento dessas linhagens foi observado em 12 condigoes diferentes que ja haviam sido 
relacionadas ao cromossomo 7. A analise estatistica mostrou que a perda da heterozigose 
afetava a sensibilidade ao manganes das linhagens com recombinagao apos a posigao 
180-200 kb. Uma analise mais fina avaliando um maior numero de cepas cuja ligagao e quebra 
via Cas9 ocorreram especificamente nesta regiao permitiu uma identificagao mais precisa do 
intervalo em que as variantes se separam, e assim a descoberta de um polimorfismo responsavel 
por aumentar a sensibilidade nas cepas BY ao manganes. Foivisto que esta variante codifica 
uma fenilalanina em BY e uma leucina de RM no gene Pmrl, um transportador de manganes. 

0 mapeamento por perda de heterozigose ja se mostrava interessante, pois o restante do 
genoma permanece intacto, aumentando a confiabilidade do resultado. Com a introdugao de 
CRISPR a tecnica, a especificidade desta aumenta, pois torna-se possivel gerar alta frequencia 
de eventos de recombinagao e acessar qualquer regiao do genoma, tudo isso em pouco tempo. 
Dessa forma, essa metodologia facilita o entendimento da genetica por tras das variagoes 
fenotipicas (Sadhu et al., 2016). 

Alem disso, essa metodologia pode ser aplicada nao somente para mapeamento mas 
tambem no caso de certos alelos relacionados a doengas cujo acesso direto por CRISPR e 
dificil devido a complexidade da sequencia. Estes alelos podem ser reparados pela indugao 
de DSB nas proximidades do alelo patogenico e sua substituigao pelo alelo sadio atraves de 
perda de heterozigosidade (Sadhu et al., 2016). 


7. Rastreamento de RNAs 

Embora atualmente existam diversas e bem estabelecidas maneiras de reduzir a 
expressao genica atraves do emprego de RNAs de interferencia ou de sequencias nucleotidicas 
antissenso, um estudo mais profundo relacionado a regulagao pos-transcricional dos RNAs 
mensageiros como o trafico intracelular, formas de splicing e poliadenilagao, bem como os 
parametros espago-temporais envolvidos na tradugao, ainda carecem de uma metodologia 
mais robusta para avaliagao. 

A localizagao do RNA na celula, bem como o momento e a forma pela qual ele 
chega a um determinado compartimento subcelular, podem influenciar se as proteinas 
correspondentes estao sendo produzidas no local ou na hora correta. Diversas doengas 
sao decorrentes diretamente de alteragoes no RNA; defeitos no transporte de mRNAs ou 
nos mecanismos de splicing estao relacionados a quadros como autismo ou cancer, por 
exemplo (Srebrow e Kornblihtt, 2006; Liu-Yesucevitz et al., 2011). Dessa forma, a elucidagao 
destes processos se beneficiaria imensamente de tecnicas para rastreamento de RNAs em 
celulas vivas, permitindo observar desde sua localizagao ate suas variagoes ao longo do 
eixo transcrigao-tradugao. 

Algumas tecnicas tern sido empregadas para rastrear moleculas de RNA utilizando 
proteinas, oligonucleotideos complementares ao alvo ou uma combinagao dos dois (Lu et 
al., 2009; Sokol et al., 1998; Fouts et al., 1997; Bertrand et al., 1998). Entretanto, todas elas 
necessitam de sofisticada manipulagao genetica e nao servem para reconhecimento arbitrario 
de sequencias de RNA, alem de potencialmente influenciarem o papel do RNA endogeno. 
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Rastreamento subcelular do mRNA atraves da emissao de fluorescencia da 
protema reporter (FluorP) associada a RCas9 


Figura 10. Rastreamento de RNA em celulas vivas atraves de sistema CRISPR/RCas9 associado a uina proteina 
fluorescente e sequencia PAMmer. Imagem: Roberto, GM e Annichini, MSB (2016) adaptado de Nelles et al. (2016). 


Nelles e colaboradores (2016) mostraram que a ligagao de dCas9:GFP, associada a 
um gRNA, e capaz de se ligar a sequencia 3' UTR do mRNA-alvo ainda no nucleo (sistema 
denominado de RCas9) sem interferir com sua exportagao para o citoplasma, sua abundancia 
ou a quantidade de proteina produzida a partir dele (Nelles et al., 2016). Esta abordagem 
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apresenta certas vantagens em relagao as outras tecnicas de rastreamento de RNAs, visto 
que o reconhecimento se baseia apenas na especificidade do gRNA, sem a necessidade de 
manipulagao genetica e outras protelnas ligantes de RNA, permitindo expandir as habilidades 
dos pesquisadores para rastrear os transcritos. 

Dentre as futuras aplicagoes desta tecnica pode-se citar: (i) a avaliagao ou alteragao 
do splicing por meio do recrutamento de diferentes protelnas e (ii) o rastreamento de RNAs 
podendo levar a descoberta de diferengas no padrao de expressao genica entre indivlduos 
saudaveis e doentes. Alongo prazo torna-se posslvel a modulagao de muitas caracteristicas 
e reprogramagao do comportamento celular via alteragoes no processamento do RNA, na 
expressao genica ou na concatenagao de enzimas no RNA-alvo visando aplicagao na biologia 
sintetica e no tratamento de doengas. 


8. Conclusoes 

E admiravel observar como, a partir de apenas dois elementos - Cas9 e gRNA os 
pesquisadores tern sido capazes de expandir a caixa de ferramentas moleculares baseadas 
em CRISPR (figura 11). Apenas poucos anos apos o langamento dos alicerces da tecnica, 
diversas estrategias derivadas de CRISPR foram desenvolvidas e provavelmente muitas 
outras virao nos proximos anos. 
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Figura 11. Relagao entre as formas de agao de Cas9 sobre diferentes acidos nucleicos e as tecnicas derivadas. 

Imagem: Pereira, TC (2016). 
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1. Introdugao 

Pesquisadores interessados na tecnica de CRISPR, mas que ainda nao conhecem a 
amplitude de possibilidades dessa ferramenta, terao neste capitulo a oportunidade de conhecer 
um pouco melhor sobre algumas das diversas aplicagoes desta. Como visto na figura 1, 
faremos um apanhado geral dos usos de CRISPR em diversas areas, desde a investigagao 
cientifica basica ate as aplicagoes praticas para a saude humana, o agronegocio e o setor 
industrial. Contudo, e importante que o leitor tenha em mente que o numero de aplicagoes 
cresce continuamente. 


Identificagao da 
fungao genica 


Produgao de 
modelos animais 


Outros 


Combate 
a pragas 

Plantas e animais 
resistentes a 
doengas 


Biologia Sintetica Xenotransplantes 



Terapia 

genica 

Combate 
a patogenos 
e ao cancer 


Outros 


^ Produgao 
de farmacos 


Produgao de 
biocombustiveis 


Geragao de 
variabilidade genetica 


Produgao de 
biomateriais 


Figura 1. Diversidade de aplicagoes de CRISPR. A ampla gama de efeitos moleculares (ativagao/repressao genica, 
substituigao alelica, clivagem de DNA/RNA, delegao de genes, knock-in/out, insergao de transgenes, geragao de variagao 
genetica, etc.) e abordagens possiveis (DNA labeling, mapeamento genico, RNA tracking, etc.) por meio de CRISPR se 
traduz em uma miriade de possibilidades para a ciencia, tecnologia e mercado. Imagem: Pereira, TC (2016). 


2. Aplicagoes na pesquisa basica 

2.1 Identificapao da funpao genica 

Estima-se que existam em torno de 20-25 mil genes no genoma humano (https://www. 
encodeproject.org/), muitos dos quais ainda sem fungao conhecida. Para evidenciar o papel 
de um gene em um processo biologico, ou sua relagao com determinada doenga genetica, 
uma das estrategias mais utilizadas e a perturbagao, ou mesmo a anulagao, da expressao 
deste gene e a posterior observagao das consequencias que isto provoca (na celula ou no 
organismo). Essa perturbagao genetica (e.g., nocauteando ou silenciamento do gene) pode 
ser realizada por CRISPR, de diversas formas diferentes. 
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Um exemplo claro, simples e direto desta estrategia foi demonstrado por Ecsedi e 
colaboradores (2015). Ja se sabia que o microRNA let-7 estava indiretamente associado ao 
desenvolvimento da vulva no nematoide C. elegans, por meio da repressao de algum mRNA-alvo 
desconhecido. Por meio do nocauteamento dos melhores genes-alvos candidatos, os autores 
determinaram que o gene lin-41 era de fato o gene responsavel por esta caracteristica em 
C. elegans (Ecsedi et al., 2015). 

Contudo, analises mais sofisticadas podem ser aplicadas. Tomemos como exemplo o 
sistema imune, que depende de um circuito transcricional regulado de maneira precisa e numa 
escala genomica (Kim et al., 2009). Parnas e colaboradores desenharam uma biblioteca com 
mais de 125.000 gRNAs (seis gRNAs por gene) dirigidos contra diferentes alvos no genoma de 
celulas dendriticas derivadas de camundongos que expressam constitutivamente o gene da 
Cas9.0 uso de lentivirus (1 por celula) permitiu a insergao do gRNA nos genomas das celulas. 
Como as celulas dendriticas respondent ao estimulo induzido por LPS produzindo TNF, foi 
entao possivel determinar quais genes sao alterados tanto positiva como negativamente sob 
esse estimulo. Os resultados desse experimento permitiram identificar genes nunca antes 
relacionados com a expressao de TNF, como Tti2, Ruvbl2, Tmem258, Midn, Ddx39b, StatSb 
e PdcdlO (Parnas et al., 2015). 

CRISPR tambem tern sido utilizada na identificagao de efeitos de certo gene em uma 
determinada patologia. Neste caso, os pesquisadores demonstraram como a geragao de mutagoes 
pontuais especificas em oncogenes pode guiar o desenvolvimento de adenocarcinomas. 
O gene Kras foi o escolhido, visto que 33% dos pacientes com adenocarcinoma de pulmao 
apresentam a mutagao G12D nele. Alem disso, os autores geraram mutagoes do tipo indels 
nos genes p53 e Lkbl, que sao amplamente relacionados ao desenvolvimento desse tipo de 
cancer. Para isso, virus adenoassociados portando gRNAs foram administrados in vivo em 
camundongos, posteriormente os genomas de celulas dos pulmoes desses animais foram 
entao sequenciados. Os pesquisadores observaram que os genes p53 e Lkbl apresentaram 
indels (0,1% no gene p53 e 0,4% no gene Lkbl), sendo tambem possivel ditar o gene Kras 
(0,1% de eventos de recombinagao). Passados dois meses, os camundongos modificados 
apresentaram tumores e nodulos cancerigenos no pulmao, com uma heterogeneidade alta 
no espectro das mutagoes nas celulas tumorais. Este resultado e muito interessante, ja que 
este tipo de heterogeneidade tambem acontece na clinica, ou seja, pacientes diferentes 
podem apresentar alteragoes geneticas distintas considerando um mesmo tipo de tumor 
(Platt et al., 2014). 

2.2 Construgao de modelos para pesquisa (celulas e organismos) 

A criagao de modelos celulares para determinadas disfungoes e essencial para a 
compreensao dos mecanismos biologicos subjacentes. Semelhantemente, a criagao de animais 
modelos de doengas geneticas permite nao apenas o entendimento da fisiopatologia destas, 
mas tambem o desenvolvimento e teste de possiveis tratamentos. A seguir veremos alguns 
exemplos. 


Modelos celulares 

Alinhagem celular Madin-Darby, derivada de rim de cao ( Canisfamiliaris ), e comumente 
utilizada em estudos de transporte de drogas. O objetivo de Simoff e colaboradores (2016) foi 
gerar uma linhagem celular Madin-Darby nocaute (KO) com uma disfungao na produgao da 
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proteina Mdrl, parte da superfamilia de transportadores ABC ( ATP-binding cassette ), grupo 
de protelnas envolvidas no transporte e excregao de drogas. Para isto eles geraram dois 
vetores CRISPR especlficos para os exons 4 e 13 do gene Mdrl canino. Depois de selecionar 
urn clone celular e mante-lo em cultura, foi possivel verificar a ausencia de produgao da 
proteina e uma alteragao nas vias de transporte mediadas pela Mdrl, estabelecendo assim 
um novo modelo celular de estudo para o transporte de drogas (Simoff et al., 2016). 


Modelos animais 

Armstrong e colegas utilizaram CRISPR para inserir mutagoes no genoma de zebrafish 
t Danio rerio), aproveitando o sistema de HDR da celula e utilizando um molde doador de 
fita simples de DNA (ssODN) para obter uma edigao especlfica. 0 objetivo dos autores era 
gerar linhagens de animais knock-in para os genes tardbp e fus, os quais codificam duas 
proteinas relacionadas ao desenvolvimento de esclerose lateral amiotrofica (ALS). Ate entao, 
dois polimorfismos haviam sido descritos como de risco para o desenvolvimento de ALS 
em humanos ( TARDBP A3S2T e FUS RS2m ). Neste sentido, os autores injetaram nos embrioes de 
zebrafish um vetor CRISPR junto com um molde de DNA homologo contendo a sequencia 
com as mutagoes de interesse. Os pesquisadores reportaram substitutes especificas no 
genoma com uma eficiencia de 30% no gene tardbp e 26% no gene fus, obtendo assim novos 
modelos pisceos para ALS (Armstrong et al., 2016). 

Outro exemplo interessante e o emprego de CRISPR para gerar coelhos (Oryctolagtis 
cuniculus ) nocauteados para o gene GJA8 (que codifica uma gap junction protein), cuja fungao 
e crucial para o desenvolvimento normal das lentes nos globos oculares nos vertebrados. Em 
humanos, as alteragoes nesse gene podem desencadear cataratas congenitas em criangas. 
Os pesquisadores desenharam dois vetores contendo sgRNAs dirigidos contra a sequencia 
consenso do gene GJA8. Os vetores foram microinjetados em zigotos de coelhos e transferidos 
aos ovidutos das femeas, gerando assim coelhos deficientes desse gene. Os resultados do 
estudo mostraram que a alteragao na expressao do gene GJA8 causou microftalmia, lentes de 
menor tamanho e cataratas, demonstrando assim a importancia deste no desenvolvimento 
ocular (Yuan et al., 2016). 

Suinos domesticos ( Sus scrofa domesticus ) tambem estao sendo usados como modelos 
para estudo de doengas geneticas, sendo que um dos primeiros casos utilizando CRISPR foi 
desenvolvido este ano. Neste estudo, os autores inseriram uma mutagao (A325>T) no gene 
SOX10 de porco usando um molde ssODN junto a proteina Cas9 em zigotos isolados de ovidutos 
(Zhou et al., 2016). A mutagao sem sentido p.Argl09Trp nesse gene foi relacionada com o 
desenvolvimento da sindrome de Waardenburg-Hirschsprung, caracterizada principalmente 
pela perda de audigao e mudangas na coloragao do cabelo e pele (Chaoui et al., 2011; Pingault 
et al., 1998). Atransfecgao com o molde ssODN alcangou 80% de eficiencia, mostrando assim 
que a alteragao foi eficientemente inserida no genoma do porco. Esta mutagao tambem 
foi detectada nas gonadas dos animais, assemelhando ao que acontece em humanos. Esse 
modelo passou ser de interesse para o estudo da sindrome de Waardenburg-Hirschsprung 
e abriu perspectivas para a utilizagao do porco domestico no estudo de outras doengas 
geneticas (Zhou et al., 2016). 

Por sua vez, Kang e colegas desenvolveram um modelo em Macaca fascicularis 
(macaco) para a Hipoplasia Adrenal Congenita Associada ao Cromossomo X (AHC), uma 
doenga caracterizada por hipogonadismo. AHC e causada por mutagoes no gene DAX1, 
importante na formagao de orgaos produtores de hormonios. Os pesquisadores desenharam 
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sgRNAs dirigidos contra o gene DAX1 e os utilizaram para transfectar, juntamente com Cas9, 
celulas de embrioes de macacos. Especimes deficientes de DAX1 apresentavam alteragoes no 
desenvolvimento das glandulas adrenais e testiculos acompanhado de uma extensa fibrose, 
um fenotipo semelhante ao encontrado ern humanos com mutagoes nesse gene, evidenciando 
que esse modelo pode ser utilizado no estudo da AHC (Kang et al., 2015b; Niu et al., 2014). 
Atualmente, os modelos em macacos estao despertando interesse, tendo em vista o estudo 
do efeito de mutagoes especificas em outros fenotipos patologicos, como o caso do autismo 
associado a mutagoes no gene MeCP2 (Liu et al., 2016; Niu et al., 2014). 

0 impacto de CRISPR tern sido tao grande que, alem dos exemplos ja mencionados, 
outros modelos animais tambem estao sendo gerados para se estudar doengas geneticas. 
Como exemplo citamos o furao ( Mustela putorius furo ) para modelar mutagoes no gene DCX 
associado ao desenvolvimento da lisencefalia (Kou et al., 2015), e as ras ( Xenopus sp .) para 
o estudo de doengas renais (Lienkamp, 2016). 


3. Aplicagoes na medicina 

3.1 Combate a patogenos 

Identificaqao e validagao de novos alvos terapeuticos 

Um dos exemplos dessa aplicagao foi conduzido contra o protozoario Toxoplasma 
gondii. Os pesquisadores utilizaram CRISPR para gerar linhagens knockout deste 
microrganismo para o gene da enzima leucina aminopeptidase. Esta proteina pertence a 
familia peptidase M7 e e alvo terapeutico de drogas contra esse patogeno. Quando celulas 
Vero (uma linhagem de celulas de rim do macaco-verde africano) foram infectadas com esta 
linhagem nocauteada de T. gondii, os pesquisadores observaram diminuigao na invasao e 
no desenvolvimento desse patogeno. No modelo in vivo em camundongos, eles observaram 
redugao nos efeitos patologicos causados pelo parasita (Zheng et al., 2015). Assim, utilizando 
CRISPR, os pesquisadores foram capazes validar experimentalmente que a enzima leucina 
aminopeptidase e importante para o sucesso da infecgao do parasita e que, portanto, o 
desenvolvimento de drogas direcionadas a este alvo sao promissoras. E interessante destacar 
que esse tipo de abordagem pode ser usado tanto para identificar novos alvos terapeuticos 
quanto para validar potenciais candidatos. 


Bloqueio a entrada de virus 

Apesquisa de HIV/AIDS tambem esta sendo incrementada pela CRISPR. Publicagoes 
recentes relatam a edigao genica de celulas do sistema imune humano tanto para impedir 
a entrada do HIV-1 nos linfocitos T quanto para eliminar o provirus HIV-1 que ja estava 
integrado no genoma dos linfocitos. 

Ha muito tempo a comunidade cientifica sabe que individuos homozigotos para 
mutagoes no correceptor CCR5(A32) sao refratarios a infecgao pelo virus (Liu et al., 1996; 
Samson et al., 1996), considerando-o, assim, um alvo interessante para controlar a infecgao 
pelo patogeno. Em um dos primeiros trabalhos envolvendo CRISPR e HIV, os pesquisadores 
selecionaram gRNAs especificos contra este gene e demonstraram que a tecnica pode ser 
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utilizada para gerar linfocitos T CD4 + knockout para CCR5, conferindo a estas celulas resistencia 
ao HIV-1 (Li et al., 2015a). 

Em um trabalho posterior, os autores foram capazes de selecionar celulas-tronco com 
pluripotencia induzida (iPSCs) homozigotas com os dois alelos CCR5 na sua forma mutada 
por CRISPR. Como estas celulas ainda preservaram sua caracteristica de pluripotencia, eles 
as diferenciaram em macrofagos, que apresentaram resistencia a infecgao pelo HIV-1, em 
ensaios de infecgao in vitro (Kang et al., 2015a). 

Um trabalho ainda mais impactante neste contexto foi publicado recentemente por 
Kaminsk e colaboradores (2016). Os autores utilizaram dois gRNAs diferentes para remover 
o genoma completo do HIV-1, incluindo todo seu segmento genetico entre as sequencias 3' 
e 5' da LTR do provirus integrado em linfocitos T CD4 + . Os pesquisadores observaram que 
a coexpressao persistente de Cas9 e dos gRNAs, especifica naquelas celulas que eliminaram 
o HIV-1, as protegeu contra nova infecgao por este virus. Alem disso, CRISPR diminuiu 
de maneira significativa a replicagao e a carga viral em culturas de linfocitos T CD4 + de 
pacientes infectados por HIV-1. Segundo os autores deste trabalho, a edigao genica mediada 
por CRISPR pode proporcionar uma nova alternativa terapeutica para eliminar o DNA do 
HIV-1 de linfocitos T CD4 + e tern o potencial de servir como uma nova e efetiva plataforma 
para cura da AIDS (Kaminski et al., 2016). 

Outro patogeno de importancia para a saude ptiblica que tern sido objeto de estudo 
e o virus da hepatite C (HCV). Lembre-se que a versao mais comum de CRISPR se utiliza da 
nuclease Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9), capaz de clivar moleculas de DNA. Contudo, 
HCV apresenta genoma de ssRNA de polaridade positiva. Neste sentido, os pesquisadores 
avaliaram se Cas9 derivada da bacteria Francisella novicida (FnCas9), que e naturalmente 
capaz de clivar RNAs bacterianos, seria eficaz no combate ao HCV. Surpreendentemente, 
os autores obtiveram sucesso com essa estrategia inovadora, demonstrando que CRISPR 
tambem e efetiva para o combate de virus de RNA em celulas eucarioticas (Price et al., 2015). 

3.2 Combate ao cancer 

O cancer e uma doenga genetica somatica que leva a multiplicagao desregulada de 
celulas de um determinado orgao ou tecido, sendo oriunda do acumulo de mutagoes no 
genoma que afetam os proto-oncogenes, modificando-os em oncogenes ativos (White and 
Khalili, 2016). Segundo a OMS, o numero estimado de novos casos de cancer no ano de 2012 
no Brasil foi de 14,1 milhoes, sendo que 8,2 milhoes morreram devido a doenga. 

Alem da identificagao do papel de genes em neoplasias, CRISPR tambem se mostrou 
como mais uma opgao para o tratamento dessa doenga, sendo o cancer de mama um caso 
bem ilustrativo. Neste tipo de cancer, os pesquisadores descreveram os elementos de resposta 
ao estrogenio distante (DEREs), que englobam cerca de 92 genes. Eles observaram que esses 
genes apresentavam expressao elevada em pacientes que foram a obito devido ao cancer 
de mama (Hsu et al., 2013). Em um trabalho posterior, esses pesquisadores construiram um 
plasmideo com dois sgRNAs complementares a regiao DEREs e o utilizou para transfecgao de 
celulas de linhagem de cancer de mama MCF-7, resultando na delegao total ou parcial dos 
genes que compoem este conjunto. Adicionalmente, eles observaram que genes relacionados 
a proliferagao celular foram reprimidos e genes relacionados a apoptose foram induzidos. 
Portanto, esse trabalho evidenciou o potencial de CRISPR em estrategias para o controle do 
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crescimento tumoral e, consequentemente, aumentar a expectativa de vida dos pacientes 
(Hsu et al., 2015). 


3.3 Terapia genetica 

0 uso de celulas-tronco com pluripotencia induzida (iPSCs) e promissor para terapia de 
diversas doengas (Takahashi et al., 2007). As iPSCs geradas a partir de fibroblastos de biopsia 
de pele de pacientes constituem uma alternativa para o tratamento de pessoas que sofrem 
de Retinite Pigmentosa (RP), um disturbio hereditario que leva a degeneragao progressiva 
da retina (fotorreceptores), podendo levar a cegueira. Porem, as iPSCs geradas a partir de 
celulas de pacientes com RP ainda podem ter alteragoes geneticas (Schwartz et al., 2015). 
A utilizagao de CRISPR para editar os genomas dessas celulas podera ajudar a contornar 
esse problema e permitir a utilizagao das celulas dos proprios pacientes no tratamento. 

Nesse sentido, Bassuk e colaboradores geraram iPSCs de um paciente com mutagao 
no gene RPGR (retinitis pigmentosa GTPase regulator), que causa uma variante agressiva de 
RP ligada ao X (XLRP), visando edita-las via CRISPR para eventual uso futuro em transplante 
autologo. Para isso, um gRNA especifico para a regiao mutada no gene RPGR foi construido 
e utilizado para transfecgao das iPSCs junto com a endonuclease Cas9 e um DNA doador 
(ssODN com sequencia corrigida do gene RPGR). Este DNA atuou como molde para o reparo 
por recombinagao homologa (HDR), permitindo a edigao especifica da mutagao. Segundo 
os autores deste trabalho, uma proporgao de 13% das celulas transfectadas apresentaram o 
reparo esperado na regiao-alvo, sendo convertidas para o tipo selvagem (Bassuk et al., 2016). 

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) e outro exemplo de doenga genetica na qual 
a tecnologia de CRISPR pode ser empregada. A base molecular da DMD e uma mutagao no 
gene da distrofina, localizado no cromossomo X, codificador de uma proteina essencial para 
o musculo esqueletico (Hoffman et al., 1987). Muitas dessas mutagoes deleterias ocorrem no 
intervalo entre os exons 45 a 55. Entretanto, curiosamente, a delegao completa dos exons 
45 a 55 nao e deleteria em si, resultando na expressao de uma proteina menor mas funcional 
(Lu et al., 2011). 

Nesse sentido, um grupo de pesquisadores realizou a edigao genica em mioblastos 
esqueleticos de pacientes com DMD em cultura com o uso do sistema Cas9 e gRNAs para a 
regiao especifica dos exons 45-55, que resultou na remogao deste segmento e restauragao 
da matriz de leitura do gene. Isso permitiu a expressao do mRNA e da proteina distrofina 
truncada que e funcional nessas celulas (Ousterout et al., 2015). Mais estudos devem ser 
feitos para garantir a especificidade e excluir a possibilidade de edigao do genoma em 
regioes fora dos alvos. 


3.4 Controle de vetores de doengas 

CRISPR tambem permite gerar modificagoes que prejudiquem o crescimento 
populacional de vetores de doengas, como o trabalho de Hammond e colegas (2015), que 
identificaram que alteragoes nos genes endogenos AGAP0059S8, AGAP011377 e AGAP007280 
podem levar a esterilidade das femeas do mosquito Anopheles gambiae. Para conseguir 
isto, eles desenharam um plasmideo contendo a Cas9:GFP, um gRNA especifico para cada 
um dos tres genes e em cada extremidade do plasmideo um sitio de recombinagao attB e o 
respectivo molde de homologia tanto para a regiao 5' como para a 3'. O plasmideo assim 
construido foi injetado em embrioes dos mosquitos. A transmissao desta modificagao de 
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maneira homozigotica teve exito de ate 99%, sendo a alteragao no gene AGAP007280 a que 
apresentou maior efeito sobre a fertilidade das femeas. Esse modelo e muito interessante, 
tendo em vista a possibilidade de sua utilizagao para tentar controlar a reprodugao desse 
mosquito na natureza e, consequentemente, controlar a transmissao da malaria (Hammond 
et al., 2015). 

Outro exemplo muito semelhante que ganhou grande repercussao foi a criagao de 
um mosquito transgenico com resistencia ao parasita causador na malaria (protozoarios do 
genero Plasmodium ) (Gantz et al., 2015), utilizando uma variante de CRISPR denominada 
MCR (vide cap. 10). 


4. Aplicagoes na agricultura e veterinaria 

4.1 Combate a pragas agricolas 

Pesquisadores editaram o genoma do trigo ( Triticum aestivum ) com o objetivo de 
gerar resistencia ao oidio do trigo, uma doenga causada pelo fungo ectoparasita Blumeria 
graminisf. sp. tritici. 0 alvo para edigao foi o gene MLO, que codifica uma proteina relacionada 
a repressao da defesa contra esse fungo em diversas plantas (Biischges et al., 1997). Atecnica 
foi eficiente para gerar o knockout de MLO e as respectivas plantas com perda da fungao 
deste gene demonstraram maior resistencia ao fungo (Wang et al., 2014). 

Outro estudo com o objetivo de combater pestes agricolas utilizou CRISPRpara provocar 
mutagoes no gene Sxl em Drosophila suzukii, mosca que e praga na fruticultura. 0 gene Sxl 
e responsavel por controlar o desenvolvimento do genero feminino e pela compensagao de 
dose do cromossomo X. A proteina Cas9 e o gRNA direcionado a regiao-alvo foram injetados 
nos embrioes desta mosca. Entre os adultos originarios deste procedimento, observou-se um 
fenotipo intersexual em uma frequencia de 20%, sendo que esses individuos carregavam pelo 
menos uma mutagao no gene Sxl. Considerando que as moscas com o fenotipo intersexual 
nao se reproduzem, esse exemplo representa mais uma alternativa de controle da praga, 
desde que sejam levados em conta os possiveis efeitos a populagao natural desta especie de 
Drosophila (Li and Scott, 2015). 

4.2 Geragao de variagao genetica novos cultivares nao transgenicos 

A mutagao e a principal fonte da variabilidade genetica e, em consequencia, da evolugao. 
Entretanto, o homem interfere nesse processo desde que desenvolvemos a agricultura e a 
domesticagao de animais. Decidimos, segundo nossos interesses, os cruzamentos a serem 
feitos baseando-nos nas caracteristicas “desejaveis”, como aumento na produgao de graos, 
resistencia a pestes, ganho de peso em animais de corte, dentre varios outros exemplos. 
Este processo de melhoria genetica por meio de cruzamentos selecionados e feito a partir 
da variabilidade genetica preexistente, i.e., ja encontrada na natureza. Agora, por meio de 
CRISPR, aumentamos imensamente o nosso controle sobre a modificagao do DNA. Podemos 
inserir, deletar ou substituir um ou poucos nucleotideos de maneira direcionada e controlada, 
gerando assirn novos alelos que sao, virtualmente, indistinguiveis da variagao genetica 
natural. Em outras palavras, CRISPR permite expandir a variabilidade genetica (de plantas, 
animais), sob a qual nossa selegao artificial pode atuar. 
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Pyott e colaboradores (2016) utilizaram CRISPRpara gerar exemplares d eArabidopsis 
thaliana com mutagoes pontuais no gene elF (eukaryotic translation initiation factor). Sabe-se 
que plantas homozigotas para mutagoes neste gene apresentam resistencia ao TuMV 
(Turnip mosaic virus), um virus que causa importantes perdas na agricultura. Assim, apos 
os experimentos de edigao genetica, os pesquisadores realizaram uma serie de cruzamentos 
controlados para segregar os dois locos ( elF e o cassete Cas9/sgRNA). Como resultado, eles 
obtiveram plantas sem o cassete CRISPR mas mutantes para o gene elF, sendo portanto 
resistentes ao virus mas nao transgenicas (Pyott et al., 2016). Em especial, estas mutagoes 
geradas via CRISPR em elF sao indistinguiveis da variagao genetica natural, aumentado 
assim as chances de tais plantas serem aceitas pela populagao. 

4.3 Animais resistentes a doengas 

Um curioso exemplo da aplicagao de CRISPR para se obter animais geneticamente 
modificados e a edigao do genoma de porcos para conferir protegao contra o virus da 
sindrome reprodutiva e respiratoria dos suinos (PRRSV). Entre as doengas que afetam a 
suinocultura, esta sindrome e que gera as maiores perdas na America do Norte, Europa e 
Asia. Estudos recentes indicam que a proteina CD163 e o receptor que permite a entrada 
do virus na celula (Van Breedam et al., 2010). Baseados nisso, Whitworth e colaboradores 
decidiram utilizar CRISPR para nocautear o gene CD163 em zigotos fertilizados in vitro. Tres 
semanas apos o nascimento, os animais derivados deste procedimento foram submetidos 
a infecgao por uma cepa viral de PRRSV e nao apresentaram sinais clinicos da doenga ou 
anticorpos contra o virus durante os 35 dias de monitoramento. De maneira oposta, os 
animais do grupo controle apresentaram todos os sintomas classicos e anticorpos durante 
esse periodo (Whitworth et al., 2014; Whitworth et al., 2015). 


5. Aplicagoes na industria 

5.1 Produgao de biomoleculas 

A possibilidade de se alterar o genoma de um organismo para que este sintetize 
determinados produtos de interesse, tanto para a pesquisa cientifica como para fins comerciais, 
ja existe ha mais de 30 anos. Um exemplo de grande impacto ainda e a insulina humana 
recombinante produzida pela bacteria E. coli (Goeddel et al., 1979). A engenharia genetica 
tern grande interesse na produgao de biomoleculas, combustiveis e farmacos. Para isto se 
faz necessario o conhecimento previo da modulagao das vias metabolicas envolvidas na 
biossintese do produto em questao, a fim do melhor aproveitamento dos recursos e aumentar 
a produgao (Li et al., 2015b). 

A levedura Saccharomyces cerevisiae e uma especie modelo amplamente utilizada, 
sendo importante para a produgao de alimentos, cerveja, farmacos, produtos de uso industrial 
e na agricultura e ate combustiveis. Ronda e colaboradores (2015) desenvolveram um metodo 
de edigao genica chamado CrEdit ( CRISPR/Cas9 mediated genome Editing), visando integrar 
varias vias metabolicas em um unico cassete de expressao para aumentar a produgao de 
P-caroteno em S. cerevisiae. 
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0 sistema consistiu na transfecgao de leveduras com Cas9/sgRNAs e tres DNAs doadores 
(um para o gene crtYB, outro para crtl e outro para GGPP). 0 procedimento levou a clivagem 
do genoma em tres pontos distintos, havendo assirn a integragao de cada gene em sitios 
diferentes. Em conjunto, a atividade destas tres enzimas resultou na superexpressao de 
carotenoides na levedura (Ronda et al., 2015). 


5.2 Produgao de biocombustiveis 

A insustentabilidade da utilizagao a longo prazo de combustiveis de origem fossil e 
uma realidade que tern motivado a crescente utilizagao de biocombustiveis, como o bioetanol. 
Uma das estrategias que vem sendo utilizadas para aperfeigoar a produgao de bioetanol e 
a edigao genomica de plantas visando o aumento da sintese do dissacarideo celobiose. Esse 
oligossacarideo e um dos principals compostos utilizados na fabricagao de etanol, pois e por 
meio da sua fermentagao que o alcool e produzido nas celulas vegetais (Galazka et al., 2010). 

Os primeiros esforgos no sentido de aumentar a produgao de celobiose por meio de 
edigao genomica foram realizados por Ryan e colaboradores (2014a), que desenvolveram 
uma plataforma de edigao genomica em S. cerevisiae por meio da utilizagao de plasmideos 
contendo a endonuclease Cas9 juntamente com varios sgRNAs. Essa estrategia foi denominada 
de multiplex CRISPR (mCRISPR) e passou a permitir a indugao simultanea de varias quebras 
no genoma de leveduras seguidas da introdugao de fragmentos de DNA interesse nessas 
quebras. 

Posteriormente, Ryan e colaboradores (2014b) utilizaram essa plataforma para 
modificar a proteina transportadora CDT-1. Esse polipeptideo e responsavel pelo transporte 
de moleculas de celobiose para dentro das celulas da levedura, onde elas sao convertidas 
em alcool pelo processo de fermentagao. Apos apenas uma rodada de edigao utilizando a 
mCRISPR foi possivel isolar uma proteina CDT-1 modificada capaz de aumentar em mais 
de dez vezes o processo de fermentagao e consequentemente a produgao de alcool. Assim, 
pode-se afirmar que a utilizagao de mCRISPR representa uma revolugao para a produgao 
de combustiveis produzidos a partir de biomassa e possui potencial para ser utilizada na 
produgao em larga escala do bioetanol. 


5.3 Produgao de biomateriais 

Alem de todas as aplicagoes previamente citadas, a utilizagao da tecnologia CRISPR 
possibilita tambem a manipulagao de circuitos biologicos que podem resultar na produgao de 
materials sinteticos, a partir de biomateriais como a silica produzida por algas diatomaceas 
(Hsu et al. 2014). Essa silica tern o potencial para ser usada na produgao de diversos produtos 
como pomadas dermatologicas, pasta de dente, filtros de agua, isolantes termicos e acusticos, 
tintas, etc. Dessa forma, o desenvolvimento de estrategias de edigao genomica que aumentem 
a produgao de silica nessas algas permitira avangos significativos na nanotecnologia aplicada 
a engenharia de biomateriais (Bozarth et al., 2009; Lebeau and Robert, 2003). 

Nesse sentido, Nymark e colaboradores (2016) desenvolveram uma plataforma 
CRISPR adaptada para produzir knockout de genes de forma precisa na alga Phaeodactylum 
tricornutum. A fim de realizar uma prova de conceito da eficiencia dessa plataforma, foi 
construido um vetor expressando a endonuclease Cas9 e um sgRNA contra o gene CpSRP54. 
Como regioes regulatorias de Cas9 e sgRNA, foram utilizadas a sequencia promotora do gene 
LHCF2 e o promotor U6, respectivamente. Apos a edigao, os mutantes foram identificados 
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por meio de ensaios de PCR combinados com high resolution melting (HRM), confirmados 
por sequenciamento e finalmente validados por meio de analises funcionais. A obtengao de 
individuos mutantes apos essa triagem confirmou a eficiencia dessa plataforma de edigao 
genica em microalgas, representando um breakthrough para a futura utibzagao da plataforma 
CRISPR na produgao de inumeros bioprodutos a partir desses microrganismos. 


6. Conclusoes 

Podemos entender as “aplicagoes de CRISPR” como a “conversao de seus efeitos 
moleculares em produtos e processos de interesse humano”. Neste capitulo vimos diversos 
desses exemplos, mas note o leitor que a vasta maioria deles derivou apenas de um dos 
efeitos moleculares: a edigao genica. Portanto, a real gama de aplicagoes e imensamente 
maior ao considerarmos todas as outras posslveis abordagens (marcagao de DNA, regulagao 
da expressao genica, clivagem do RNA, mapeamento de genes, RNA tracking, entre outros 
vindouros). 
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1. Introdugao 

Antes do surgimento da tecnica de CRISPR foram desenvolvidas ferramentas como 
RNAs antissenso, ribozimas, RNAs de interferencia, nucleases dedo de zinco ( zinc finger 
nucleases, ZFNs) e TALENs, alem dos metodos classicos de geragao de celulas e animais 
nocaute ( e.g., Gene Targeting), que permitiram a manipulagao genetica de diversos organismos, 
viabilizando os primeiros experimentos de supressao e edigao de genes. Focaremos a seguir 
nas ferramentas que se consolidaram para a dissecgao genetica, iniciando com as tecnicas 
que envolvem a modificagao direta do transcriptoma da celula, como a Interferencia por 
RNA (RNAi), prosseguindo com as estrategias de alteragao do genoma ( Gene Targeting, ZFNs 
e TALENs). 


2. Interferencia por RNA (RNAi) 

A Interferencia por RNA (RNAi) foi a primeira destas ferramentas desenvolvidas que 
se consolidou amplamente para uso experimental, e os primeiros indicios deste mecanismo 
foram observados em plantas, onde se constatou a supressao de genes homologos apos a 
superexpressao do gene CHS ( chalcone synthase ) (Napoli et al., 1990). No entanto, o mecanismo 
por tras deste efeito permaneceu indeterminado e foi apenas descrito oito anos depois por 
Andrew Fire e Craig Mello (Fire et al., 1998).Utilizando o nematodeo C. elegans como modelo, 
esses pesquisadores demonstraram que moleculas longas de dupla fita de RNA (dsRNA) 
contendo parte do gene-alvo eram capazes de inibir de forma especifica a expressao deste 
gene atraves da diminuigao do mRNA-alvo. Esse mesmo efeito nao aconteceu quando apenas 
as fitas senso ou antissenso eram injetadas, demonstrando que o mecanismo e dependente 
da estrutura dupla fita do RNA utilizado. 

Trabalhos posteriores elucidaram a fundo o mecanismo de agao e concluiram que 
ele e altamente conservado desde plantas ate mamiferos, embora com pequenas diferengas, 
envolvendo uma maquinaria de processamento de dsRNA em que diversas proteinas estao 
envolvidas. Uma dessas proteinas se chama Dicer, um componente crucial da via que reconhece 
e processa o dsRNA, clivando a longa molecula em pequenos duplexes de 21 nucleotideos 
contendo uma ponta nao pareada de dois nucleotideos na porgao 3', tambem chamados de 
siRNAs ( small interfering RNAs). Subsequentemente, uma proteina chamada Argonauta se 
junta ao complexo e se liga a uma das fitas do siRNA, enquanto a outra sera removida. Apos 
a associagao de componentes adicionais, este complexo passa a se chamar RISC ( RNA-inducedL 
silencing complex ), sendo capaz de interagir com o mRNA-alvo atraves do pareamento com 
a fita derivada do siRNA (Dillon et al., 2005). No caso de um pareamento completo entre 
o RISC e o mRNA-alvo (mecanismo mais comum em plantas), o mRNA e clivado pelo RISC 
e a expressao e abolida. Ja o pareamento incompleto induz um bloqueio da maquinaria 
de tradugao, uma vez que o RISC permanece ligado ao mRNA-alvo, sendo este mecanismo 
mais comum nos vertebrados (figura 1). Trabalhos posteriores mostraram que transfecgao 
de siRNAs (em torno de 21 nucleotideos) e a mais indicada por induzirem a supressao do 
mRNA-alvo sem ativar sensores celulares de RNAs dupla fita longos como a proteina PKR, 
possibilitando a aplicagao desta tecnica em mamiferos (Elbashir et al., 2001). 

A RNAi se demonstrou uma tecnica muito util, pois induz a supressao da expressao 
genica de forma rapida, facil e com especificidade, facilitando o estudo de genes que ainda 
nao tern a fungao descrita. Por ser uma molecula pequena, a sintese do siRNA e barata e os 
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Figura 1. Via de processamento da RNAi. Os RNAs de dupla fita (dsRNAs) ou na forma de grampos (shRNAs) sao 
clivados pela Dicer dando origem ao siRNA, um RNA dupla fita de 21 nucleotideos contendo dois nucleotideos nao 
pareados na porgao 3'. Uma das fitas do siRNA e transferida para RISC, guiando-o ate reconhecer o mRNA-alvo atraves 
de complementaridade. 0 pareamento perfeito leva a degradagao do alvo, enquanto o pareamento imperfeito bloqueia 
sua tradugao. Imagem: Pereira, TC (2016). 


metodos de transfecgao (eletroporagao, lipofecgao) sao muito eficientes, ampliando o numero 
de tipos celulares e organismos em que essa tecnica pode ser utilizada. Alem disso, diversos 
pesquisadores exploraram o potencial terapeutico dessas moleculas, sendo o exemplo mais 
avangado o uso da RNAi para o tratamento de amiloidose familiar por transtirretina (Coelho 
et al., 2013). A utilizagao dessa tecnica resultou em avangos cientificos em diversas areas, 
tendo sua importancia reconhecida com a outorga do Premio Nobel de Medicina em 2006 
a Fire e Mello. 

No entanto, o uso da tecnica de RNAi tambem possui algumas desvantagens que foram 
sendo descobertas ao longo dos anos. Observou-se que o silenciamento genico frequentemente 
nao e completo (Krueger et al., 2007), gerando assim um efeito de knockdown (e nao de 
knockout). Adicionalmente, a maquinaria de processamento parece estar mais ativa no 
citoplasma, i.e., o silenciamento de transcritos nucleares e menos eficiente (Derrien et al., 
2012). Efeitos inespecificos (ou seja, que nao sobre o mRNA-alvo) tambem foram descritos e 
sao mais frequentes em situagoes em que a complementaridade entre o RISC e o mRNAnao 
e completa (Jackson et al., 2003; Jackson et al., 2006). Foi demonstrado tambem que esses 
efeitos inespecificos parecem ser dependentes da dosagem utilizada (Wang et al., 2009), e 
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um estudo demonstrou que os fenotipos derivados desses efeitos pode prevalecer sobre o 
efeito no mRNA-alvo (Franceschini et al., 2014). Outro fato importante e que o uso da RNAi 
em altas doses pode sobrecarregar a via de processamento, prejudicando a biogenese de 
microRNAs endogenos (que compartilham a mesma via) e consequentemente alterando os 
niveis de diferentes transcritos e o fenotipo da celula (Khan et al., 2009). Vale lembrar que 
a supressao mediada por RNAi acontece enquanto houver moleculas de siRNA disponiveis 
para serem processadas, sendo assim o silenciamento e transitorio (geralmente alguns 
poucos dias). Para abordagens em que e necessario o silenciamento por longos periodos 
foram desenvolvidos RNAs com estrutura em grampos (short hairpins RNAs - shRNAs), 
que sao processados pela mesma via da RNAi. Os shRNAs podem ser inseridos em vetores 
retrovirais ou outros vetores de expressao permanente, permitindo a integragao do conjunto 
promotor:shRNA no genoma e consequentemente a expressao estavel do shRNA, levando a 
supressao constante do mRNA-alvo. 

Em sintese, a RNAi e uma ferramenta que permite o silenciamento genico 
pos-transcricional, temporario, manipulando assim a abundancia do transcrito alvo sem 
afetar a sequencia nucleotidica do gene correspondente. Essa redugao parcial dos niveis de 
RNA e conhecida como knockdown. 


3. Gene Targeting e Cre/loxP 

A utilizagao de celulas e animais nocaute (com a anulagao do gene de interesse) 
sempre teve um papel importante no avango do entendimento de sistemas biologicos, 
propiciando o estudo da fungao de diversos genes. A tecnologia que viabilizou a indugao 
desses nocautes e denominada Gene Targeting e foi descrita na decada de 1980, quando 
um estudo demonstrou a possibilidade de induzir recombinagao homologa entre um DNA 
exogeno e sequencias homologas existentes no genoma de celulas de mamiferos (Smithies et 
al., 1985). Para que a recombinagao ocorra e necessario a construgao de um vetor plasmidial 
contendo um marcador para selegao, frequentemente o gene que confere resistencia ao 
antibiotico G418 (gene Neo R ), flanqueado por regioes de homologia com o sitio-alvo para 
a insergao. Apos a transfecgao deste vetor na celula de interesse, as regioes de homologia 
induzem a recombinagao com o sitio homologo no genoma, inserindo o gene Neo R no local 
designado. Como essas regioes de homologia no vetor sao desenhadas de forma que o Neo R 
seja inserido dentro do gene-alvo, a expressao deste ultimo e abolida. Esse procedimento 
tambem pode ser realizado com sucesso em celulas-tronco embrionarias de camundongo 
e, apos injegao em blastocistos, essas celulas podem dar origem a diversos tecidos, dentre 
eles a linhagem germinativa. Apos cruzamentos dos animais contendo as alteragoes de 
interesse, uma linhagem pura e gerada, na qual os animais possuem a delegao do gene em 
todas as celulas. 

Apesar de muito util, esse metodo e pouco eficiente. Estima-se que a recombinagao 
ocorra corretamente em apenas uma celula em cada 10 5 -10 7 (Sargent et al., 1998). Alem 
disso, a alta frequencia de integragoes randomicas (nao homologas) dificulta a geragao de 
animais com a alteragao desejada, fazendo com que muitas celulas ou animais tenham que 
ser analisados (Roth et al., 1988). Foi descrito que a utilizagao de uma regiao de homologia 
maior (Thomas et al., 1987) e o uso de metodos de enriquecimento com selegao positiva e 
negativa (Mansour et al., 1988) podem aumentar muito a eficiencia da tecnica, contornando 
esses fatores. Mesmo com a baixa eficiencia, esta tecnica foi utilizada para a geragao de 
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diversos animais nocauteados, contribuindo para a elucidagao de diversos mecanismos 
celulares (Galli-Taliadoros et al., 1995). 

No entanto, se o gene de interesse tiver um papel importante no desenvolvimento do 
animal, a alteragao pode resultar em letalidade embrionaria. Alem disso, em determinados 
casos pode ser importante que a alteragao no gene esteja presente apenas em determinados 
tipos celulares ou em certa fase da vida do animal. Para esses casos foi desenvolvido o 
sistema de recombinagao Cre/loxP, baseado na recombinase Cre derivada do bacteriofago PI 
(Gu et al., 1994). Nesse sistema e necessario que duas linhagens de animais sejant geradas 
previamente: um camundongo expressando a recombinase Cre no tipo celular de interesse, 
atraves do uso de um promotor tecido-especifico; e um camundongo possuindo o gene 
a ser alterado flanqueado por sitios loxP. Os sitios loxP sao assimetricos e a orientagao 
destes define o resultado da recombinagao, podendo induzir a inversao, translocagao ou 
delegao do gene. A Cre reconhece os sitios loxP, catalisando a reagao de recombinagao. 
Apos cruzamento das duas linhagens, camundongos contendo a alteragao apenas no tecido 
onde Cre e expressa sao gerados. Um refinamento da tecnica usando sistemas induziveis de 
expressao genica permitiram um maior controle temporal da expressao de Cre, aumentando 
a flexibilidade e possiveis aplicagoes do sistema atraves da indugao da expressao de Cre 
por drogas fornecidas aos animais, como o tamoxifeno (Kunh et al., 1995; Feil et al., 1996). 
A Cre recombinase pode ainda ser dada de forma exogena as celulas, atraves de metodos 
de entrega como a utilizagao de adenovirus recombinantes carreando o cDNA desta enzima 
(Kanegae et al., 1995). 

Metodos que permitam a realizagao de cortes em sequencias especificas de DNA 
tern o potencial de aumentar em muito as taxas de recombinagao homologa usando um DNA 
doador. Entre as tecnicas que permitem essa edigao de DNA sitio dirigida estao as ferramentas 
descritas a seguir: ZFNs, TALENs e CRISPR. 


4. Nucleases Dedo de Zinco (ZFNs) 

Paralelamente ao desenvolvimento da RNAi, pesquisadores comegaram a desenvolver 
ferramentas para edigao genomica, permitindo a manipulagao e alteragao da sequencia 
de nucleotideos de forma especifica atraves do uso de nucleases que atuem no nucleo da 
celula. As nucleases sao capazes de promover uma quebra na dupla fita de DNA, induzindo 
as vias de reparo por NHEJ ou HDR e permitindo, respectivamente, a insergao/delegao de 
bases e a recombinagao homologa com o DNA doador. 0 grande desafio desta abordagem e 
o direcionamento preciso da nuclease para o sitio de interesse, evitando quebras no DNA em 
outras regioes. Desde a decada de 1970, enzimas capazes de reconhecer e clivar determinadas 
sequencias de DNA, como as enzimas de restrigao, ja estavam disponiveis, mas as sequencias 
de reconhecimento eram compostas de, no maximo, oito nucleotideos apenas, tornando a 
manipulagao de grandes segmentos de DNA um desafio devido a alta frequencia de sitios-alvo 
em genomas. Estudos demonstraram que em alguns casos, como na nuclease FokI, o 
reconhecimento do DNA e o sitio catalltico estao separados em diferentes dominios (Li et 
al., 1992). Este trabalho foi muito importante, pois permitiu a criagao de proteinas quimericas 
contendo dominios de ligagao ao DNA e o sitio catalltico da FokI, propiciando a clivagem de 
uma regiao do genoma com alta especificidade. 0 dominio escolhido para ser utilizado foi 
o dedo de zinco (zinc finger), que possui esse nome devido a sua estrutura de alfa helice e 
a necessidade de um atomo de zinco para essa estrutura se formar (Kim et al., 1996). Esses 
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dominios sao modulares e cada urn deles e capaz de reconhecer uma trinca de nucleotldeos 
de forma especlfica (porem com diferentes nlveis de seletividade), possibilitando a criagao de 
uma cadeia polipeptidica contendo varios dominios dedos de zinco em sequencia que guiam 
a nuclease para o sltio-alvo (figura 2a). Como a homodimerizagao de FokI e necessaria para 
que ocorra a clivagem (Bitinaite et al., 1998), duas protelnas quimericas devem se ligar ao 
sltio-alvo com um espagamento definido entre elas (5-7 pb) para que a manipulagao genetica 
seja eficiente. Este requisito faz com que a especificidade do sistema usando nucleases dedo 
de zinco (ZFNs) seja maior do que a especificidade de ferramentas que usam apenas um 
sitio de reconhecimento (CRISPR, quando utilizando apenas uma Cas9), uma vez que os dois 
monomeros precisam interagir corretamente com o sitio-alvo para que ocorra a clivagem 
(Kim et al., 2014). 

As ZFNs foram as primeiras ferramentas capazes de induzir uma alteragao de forma 
controlada em um local predeterminado no genoma e ja foram utilizadas com sucesso para 
insergao do gene I12RG em modelos de imunodeficiencia ligada ao X (SCID-X1) in vitro (Urnov 
et al., 2005) e in vivo (Genovese et al., 2014), e tambem na indugao de resistencia a infecgao 
por HIV atraves da delegao simultanea dos genes CCRS e CXCR4 (Didigu et al., 2014). Esta 
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Figura 2. Esquema representativo do reconhecimento do DNA-alvo pelas nucleases. (A) Dedo de zinco e (B) TALENs. 
Assim como CRISPR, as duas tecnologias induzem a quebra da dupla fita de DNA, recrutando a maquinaria de reparo 
ao DNA e permitindo a alteragao genetica. Imagem: Chicaybam, L; Peixoto, B e Bonamino, M (2016). 
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ultima abordagem ja vem sendo explorada clinicamente em pacientes com HIV, nos quais 
a edigao do gene CCRS em linfocitos T CD4+ se mostrou segura e as celulas editadas ( CCR5 
negativas) apresentaram menor declmio no sangue quando comparada as nao editadas apos 
a suspensao transitoria do tratamento antirretroviral (Tebas et al., 2014). 

Apesar dos resultados promissores, a tecnologia das ZFNs demanda uma complexa 
engenharia no desenho e na montagem dos dominios dedos de zinco, alem de problemas de 
especificidade. Nao existent dominios descritos que reconhegam as 64 combinagoes possiveis 
de trincas de nucleotideos, limitando a escolha do sitio-alvo (Segal et al., 1999). Nem todas as 
ZFNs montadas sao capazes de clivar o DNA de forma eficiente, e aparentemente sitios-alvo 
contendo guanina na regiao 5' apresentam maior taxa de sucesso (Kim et al., 2009). Alguns 
estudos mostraram que esses dominios podem ser montados a partir de dedos de zinco 
pre-caracterizados (ou seja, com interagao confirmada com determinada trinca), mas 
frequentemente quando colocados na construgao final nao possuem atividade (Ramirez et 
al., 2008) ou apresentam citotoxicidade devido a clivagem inespecifica (Cornu et al., 2008). Um 
estudo demonstrou que a clivagem inespecifica pode acontecer quando apenas um monomero 
se liga ao sitio-alvo. A utilizagao de uma FokI modificada para formar obrigatoriamente 
heterodimeros diminui este efeito, diminuindo tambem a citotoxicidade (Miller et al., 2007; 
Doyon et al., 2011). Estas caracteristicas tornam o processo de desenho e validagao das ZFNs 
demorado e custoso. 


5. Transcription activator-like effector nucleases (TALENs) 

A tecnologia do TALEN foi descrita em 2009 (Boch et al., 2009; Moscou and Bogdanove, 
2009) e possui bastante similaridade com as ZFNs, usando o mesmo dominio FokI para a 
clivagem do sitio-alvo. Assim como as outras ferramentas citadas, o TALEN e utilizado para 
manipulagao genetica de diversos organismos e especies, desde virus (Bloom et al., 2013) 
e leveduras (Christian et al., 2010; Li et al., 2011) a celulas de mamiferos (Gaj, 2014; Segal 
and Meckler, 2013). A sua estrutura de ligagao ao DNA e composta por dominios conhecidos 
como transcription activator-like effectors (TALEs), que sao provenientes de um patogeno 
que acomete plantas, a bacteria Xanthomonas spp (Li et al., 2011). 

Os TALEs sao formados por arranjos em sequencias de 33-35 residuos de aminoacidos 
que, por sua vez, reconhecerao um unico par de bases no sulco maior (figura 2b) (Mak et 
al., 2012). Nas posigoes 12 e 13 deste arranjo estao presentes os dois aminoacidos, chamados 
Dirresiduos Variaveis Repetidos ( repeat variable diresidues - RVDs), que determinam a 
especificidade do reconhecimento do nucleotideo na ligagao ao DNA (Boch et al., 2009). 
Para o desenho dessa ferramenta de edigao, alguns programas podem ser utilizados, como 
o E-TALEN (Heigwer et al., 2013) ou TALE-NT 2.0 (Doyle et al., 2012). Apos os ZFNs, o TALEN 
surgiu como uma ferramenta mais especifica, estavel, eficiente, menos toxica e de desenho 
mais facil (Guilinger et al., 2014; Hockemeyer et al., 2011; Mussolino et al., 2011). Nao se 
sabe ao certo o motivo de os TALENs apresentarem maior especificidade (Mussolino and 
Cathomen, 2012). 

Os parametros que definem a atividade off-target da nuclease, tanto para o TALEN 
quanto para o ZFN, sao: (i) a especificidade de ligagao ao seu alvo (Pattanayak et al., 2011; 
Richard Gabriel et al., 2011), (ii) o potencial intrinseco de dimerizagao do homodimero da 
nuclease FokI (Richard Gabriel et al., 2011) e (iii) o promiscuo reconhecimento de outras 
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regioes que nao a regiao-alvo (Pattanayak et al., 2011; Richard Gabriel et al., 2011). Embora 
alguns estudos proponham que os ZFNs sao mais especificos, sabe-se que ao aumentar o 
tamanho do TALE ha o acrescimo de especificidade (Guo et al., 2010; Yuka Shimizu et al., 
2011.). Em paralelo, aumentar o tamanho dos dedos de zinco gera urn impacto negativo em 
sua atividade (Guo et al., 2010; Yuka Shimizu et al., 2011). 

No entanto, a construgao de um arranjo especifico do TALEN e trabalhosa e exige 
tempo, uma vez que consiste, frequentemente, de aproximadamente 20 RVDs (Holkers et al., 
2013). Alem dessas ferramentas, outras tambem foram desenvolvidas com o intuito de gerar 
desenhos personalizados, tanto para a CRISPR quanto para o TALEN, visando melhora-las, 
tornando-as cada vez mais especificas e estaveis (Cermak et al., 2011; Reyon et al., 2013; 
Xie et al., 2014). A maior limitagao ao se desenhar um TALEN e a necessidade da presenga 
de uma timina a extremidade 5' da sequencia-alvo para que haja o reconhecimento e 
posterior clivagem (Mak et al., 2012), limitagao que nao existe em CRISPR-Cas9. No entanto, 
recentemente, a geragao de variantes do TALEN permite maior variedade de possiveis sitios- 
alvo, atraves do reconhecimentos de outras bases localizadas a extremidade 5' (Doyle et 
al., 2013; Lamb et al., 2013). A eficiencia de edigao do TALEN e de 1 a ~60%, comparavel a 
de CRISPR (2,3 a 79%) (Cho et al., 2013; Cong et al., 2013; Kim et al., 2013; Mali and Norville, 
2013; Reyon et al., 2013). 

A vantagem da utilizagao de CRISPR consiste em alguns fatores. Primeiramente, o 
beneficio da simplicidade e facilidade do desenho do gRNA (sao necessarios apenas cerca 
de 20 nucleotideos que irao compor o RNA-guia e serao complementares a regiao-alvo) 
(Cong et al., 2013). Alem da maior eficiencia de mutagao, CRISPR tambem permite que haja 
a manipulagao de mais de um gene ao mesmo tempo, podendo gerar mutagoes multiplas 
(Li et al., 2013; Niu et al., 2014; Wang et al., 2013), sent a problematica dos efeitos off-target 
vista em TALENs e ZFNs (Tabela 1) (Doyle et al., 2012; Ollii et al., 2010). 


Tabela 1 . Quadro comparativo entre ZFNs, TALENS e CRISPR. 


1 Caracteristicas 

ZFNs 

TALENs 

CRISPR ji 

Determinantes da 
especificidade ao DNA 

Dominios dedo 

de zinco 

TALE 

gRNA 

Nuclease 

FokI 

FokI 

Cas9 

Taxa media de mutagao 

Baixa 

Alta 

Alta 

Tamanho do sitio-alvo 

18-36 pb 

30-40 pb 

17-22 pb 

Restrigoes no sitio-alvo 

Deve ser rico em G 

Comegar com T e 
terminar A 

Terminar com NGG (PAM)* 

Densidade de sitios-alvo 

1 a cada 100 pb 

1 a cada 35 pb 

1 a cada 8 pb 

Efeitos off-target 

Alta 

Baixa 

Variavel 

Citotoxicidade 

Variavel para alta 

Baixa 

Baixa 

Tamanho da construgao 

~1 kb x 2 

~3 kb x 2 

4,2 kb (Cas9) + 0,1 kb (gRNA) 

Possibilidade de construir 
bibliotecas para edigao em 
escala genomica 

Nao 

Sim, mas 

tecnicamente dificil 

Sim 


*PAM de S. pyogenes. 
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6. Conclusoes 


A edigao genetica nao e uma abordagem nova, tendo suas raizes estabelecidas ha 
mais de tres decadas, com os trabalhos de Oliver Smithies e Mario Capecchi envolvendo 
a integragao de um DNA doador via recombinagao homologa (Smithies et al., 1985), que 
posteriormente receberam o Premio Nobel. 0 uso de nucleases que permitem a clivagem 
do sitio-alvo ( e.g ., ZFN, TALENs e CRISPR), gerando quebras de dupla fita e acionando o 
sistema de reparo, aumenta drasticamente a eficiencia deste processo. 0 grande sucesso de 
CRISPR se deve ao seu design simples, baixo custo e eficiencia superior. Considerando que 
os criadores da RNAi tambem foram laureados com o Nobel, as chances de os pioneiros de 
CRISPR serem premiados sao elevadissimas. 
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1. Introdugao 

Neste capitulo temos como objetivo relacionar as variantes naturais e artificials 
da nuclease Cas9 e do sgRNA, alem relaciona-las a alguns aperfeigoamentos da tecnica de 
CRISPR e aplicagoes. 


2. Cas9 classica de Streptococcus pyogenes (SpCas9) 

A primeira demonstragao e caraterizagao de uma endonuclease de DNA guiada 
por RNAs aconteceu em 2012 (Jinek et al., 2012). Nesse artigo, que se tornou classico apos 
apenas quatro anos de sua publicagao, foi demonstrado que em sistemas CRISPR do Tipo II 
as proteinas Cas9, nesse caso isoladas de Streptococcus pyogenes (SpCas9), dependem de 
duas especies de RNA (crRNA e tracrRNA) para realizar sua fungao como endonuclease 
(figura la). Esse estudo foi fundamental na disseminagao do sistema CRISPR-Cas9 uma 
vez que mostrou detalhadamente os passos necessarios para a aplicagao deste de maneira 
simples. Devemos enfatizar tambem que esse estudo iniciou o aprimoramento dos metodos 
necessarios para o uso da Cas9, como ferramenta na biologia molecular. 0 primeiro avango 
foi a demonstragao da possibilidade do uso de uma unica molecula de RNA como guia para 
o funcionamento do sistema (figura lb). Foi determinado que a molecula RNA-guia (crRNA) 
pode ser conectada a molecula de RNA ativadora (tracrRNA) por uma cadeia de 4 nucleotideos 
(GAAA tetraloop), criando uma unica molecula de RNA quimerico capaz de ativar o sistema 
(sgRNA, ou simplesmente gRNA). Essa estrategia simplificou o uso do sistema, uma vez que 
esse RNA quimerico pode ser codificado e clonado em um unico plasmideo, facilitando a 
transfecgao bacteriana. Sim, nessa epoca, em 2012, ninguem tinha pensado em usar esse 
sistema em outros organismos alem das bacterias. 

Outra descoberta basica, mas com diversos efeitos praticos obtida simultaneamente 
em tres estudos (Sapranauskas et al., 2011; Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012), foi 
a determinagao da atividade e especificidade dos dois dominios efetores na SpCas9. Foi 
determinada a fungao dos dominios HNH e RuvC presentes na SpCas9, sendo o primeiro 
responsavel pela clivagem da fita complementar e o segundo responsavel pela clivagem da 
fita nao complementar de DNA (figura lc). 


3. Nickases 

O conhecimento da especificidade desses dominios cataliticos da SpCas9 foi rapidamente 
explorado, e sistemas de edigao genomica mais especificos foram criados utilizando versoes 
modificadas da SpCas9 (Mali et al., 2013; Ran et al., 2013). Nesses estudos, os autores realizaram 
o detalhamento de variantes mutantes da SpCas9 contendo apenas um dos dominios cataliticos 
ativo. Essa estrategia criou duas nickases, i.e., versoes da Cas9 capazes de reconhecer o 
DNA-alvo e realizar a clivagem de apenas uma fita do DNA. A primeira delas e denominada 
SpCas9 HNH + RuvC - (ou simplesmente Cas9 HNH + ), na qual apenas o dominio catalitico 
HNH e funcional. Um exemplo muito conhecido desta nickase e a Cas9 D10A. A segunda, 
denominada SpCas9 HNH" RuvC + (ou simplesmente Cas9 RuvC + ), apresenta apenas o dominio 
RuvC funcional, tendo como exemplo a Cas9 H840A. Os autores utilizaram essa caracteristica 


98 


Introdmjao a tecnica de CRISPR 




A 



B 



C 



Figura 1 . Modelo do sistema CRISPR-Cas 9 em contato com DNA-alvo. A. Descrigao do modelo natural contendo a 
Cas9, o DNA-alvo e os RNAs acessorios isolados (crRNA e tracrRNA). B. Adigao da alga (linker loop ) entre os dois RNAs 
acessorios. C. Descrigao das regioes efetoras RuvC e HNH. Imagem: Pereira, TC (2016). 
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para criar um sistema mais eficaz e preciso de clivagem usando pares da mesma nickase 
( i.e ., duas Cas9 HNH + ou duas Cas9 RuvC + ). 

Nesse sistema e necessario o uso de dois sgRNAs, cada qual guiando uma nickase 
para cada uma das duas fitas de DNA. Nesse sentido, cada nickase realizaria um corte de 
fita simples. Consequentemente, a agao conjunta de ambas nickases resultaria na quebra 
da dupla fita (figura 2), que deve ser reparada pelo sistema de recombinagao nao homologa 
(NHEJ), gerando assim o efeito desejado. O uso das nickases aumenta a especificidade de 
detecgao do DNA-alvo (ja que sao envolvidos 2 sgRNAs) e diminui o efeito off-target em ate 
1.500 vezes, devido a necessidade da ocorrencia de sequencias especificas no DNA-alvo a 
uma distancia de 23 nucleotideos (sgRNA offset ) (Ran et al., 2013). 


4. Cas9 com ambos os sitios cataliticos inativos 
(dead Cas9 - dCas9) 

O conhecimento dos sitios cataliticos da SpCas9 e posterior capacidade de inativagao 
destes propiciou a abertura de um novo leque de atividades para o sistema. A chamada dCas9 
(Cas9 cataliticamente morta ) e capaz de reconhecer sequencias especificas no genoma sem 
causar clivagem da sequencia-alvo. Porem, os primeiros testes em bacterias mostraram que 
a rnera associagao do complexo dCas9 ao DNA-alvo levava a inibigao da transcrigao do gene- 
alvo, fosse pelo impedimento da associagao da RNA polimerase ou de fatores de transcrigao 


gRNAl 



V 

3’ 5’' 


A 3 ’ 

Sftio de nick 


3’ 5’' 


5’ 3’ 


Figura 2. SpCas9 nickase. Modelo de agio dos pares de Cas9 nickases. A agio de cada nickase e dependente da existencia 
de um gRNA especifico. A quebra da dupla fita de DNA so ocorre na presenga de duas nickases simultaneamente no 
mesmo loco. As tesouras representam domlnios cataliticos (RuvC ou HNH). Imagem: Pereira, TC (2016). 
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(Qi et al., 2013). Nesse estudo, esse sistema foi chamado de CRISPRi ( CRISPR interference, 
vide cap. 3), uma vez que o complexo dCas9/sgRNA poderia ser utilizado para bloqueio da 
expressao genica em bacterias ou celulas eucarioticas (Bikard et al., 2013; Zhao et al, 2014). 

Outras aplicagoes da dCas9 derivaram do fusionamento dela a diversas proteinas. 
Por exemplo, dCas9-GFP permite a marcagao de DNA ( DNA labeling, cap. 3), ao passo que 
dCas9-KRAB permite a regulagao da expressao genica (cap. 3). 


5. Entendimento e desenvolvimento da regiao PAM 

Desde a descoberta do sistema CRISPR com a Cas9 derivada de S. pyogenes foi verificada 
a exigencia de uma sequencia auxiliar de reconhecimento chamada PAM (figura la). Essa 
sequencia, caracterizada por tres nucleotideos adjacentes ao DNA-alvo, e necessaria para 
agao da SpCas9 e para o primeiro contato da nuclease com o DNA-alvo (vide cap. 2). No caso 
da SpCas9, as sequencias de DNA-alvo sao sempre flanqueadas pelo PAM composto pelos 
nucleotideos “NGG” (Jinek et al., 2012), limitando o potencial uso da mesma apenas para 
sequencias contendo esse PAM. 

Em busca de alterar essa limitagao do sistema, estudos baseados na estrutura 
molecular de SpCas9 buscaram modificar o sitio de reconhecimento PAM. Para isso foram 
utilizadas estrategias de evoluqao direcionada e design combinatorio de sequencias, a fim de 
mudar a especificidade da SpCas9 e permitir o reconhecimento de novas sequencias PAM 
(Kleinstiver et al., 2015). Esta abordagem identificou versoes mutantes da SpCas9 capazes 
de reconhecer outros PAMs como “NGA” ou “NGCG” em celulas de zebrafish ou humanas. 
Uma vez comprovada a possibilidade de variagao do PAM baseado na estrutura da SpCas9, 
os autores verificaram que em outras especies de bacterias, variantes ortologas da SpCas9 
como a StlCas9 (Deveau et al., 2008) encontrada em Streptococcus thermophilus e SaCas9 
(Ran et al., 2015) encontrada em Staphylococcus aureus, reconhecem naturalmente outros 
PAMs. Em ambos os casos, essas bacterias codificam proteinas menores comparadas a SpCas9 
e seus PAMs foram determinados como “NNGGGT” para SaCas9 e “NNAGAA” para StlCas9 
(Kleinstiver et al., 2015). Outro exemplo e a NmCas9, derivada de Neisseria meningitidis, que 
reconhece um PAM mais extenso composto por 8 nucleotideos “NNNNGATT” (Hou et al., 2013). 

Esses trabalhos abriram uma nova fronteira para o uso do sistema CRISPR-Cas9 
como modificador de acidos nucleicos, uma vez que possibilita o uso de Cas9 especificas 
para o PAM encontrado na sequencia-alvo desejada. Nesse sentido, diversos metodos foram 
desenvolvidos para a identificagao/selegao de variantes de Cas9 com reconhecimento de 
PAMs alternativas. 

O primeiro metodo e baseado na analise in silico dos fragmentos espagadores do 
sistema CRISPR (Horvath et al., 2008; Mojica et al., 2009) e busca as sequencias PAM mais 
conservadas entre os sitios-alvos, porem esse metodo e limitado pelas sequencias depositadas 
em bancos de dados. Adicionalmente, ele pode conter PAMs mutados nas bacterias analisadas. 

Metodos in vivo com o mesmo fim foram desenvolvidos. Nesse caso, bibliotecas de 
plasmideos sao desenhadas especificamente para o teste de todas as possiveis combinagoes 
de nucleotideos encontrados na regiao PAM. Essa biblioteca e entao clonada em uma regiao 
adjacente a um gene de resistencia a antibiotico. Apos o cultivo das bacterias contendo os 
plasmideos da biblioteca, em meio de cultura com o antibiotico de selegao apenas aquelas 
que content um PAM inativo vao sobreviver. Ja aquelas que content um PAM correto serao 
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destruidas, uma vez que o gene de resistencia sera inativado. Ao fim do experimento, todas 
as bacterias resistentes sao sequenciadas, possibilitando a determinagao das sequencias PAM 
inativas. Desse modo, todas as outras sequencias nao obtidas no sequenciamento serao as 
necessarias para a agao da Cas9 em teste (Jiang et al., 2013; Karvelis et al., 2015). 

Em uma tentativa de simplificar esta metodologia, foi desenvolvido um novo tipo 
de teste baseado em selegao positiva. Nesta abordagem, a confirmagao da clivagem da PAM 
alternativa resulta na ativagao de fluorescencia (Leenay et al., 2016), facilitando o processo 
de selegao dos eventos positivos. A velocidade desse protocolo possibilitou a identificagao 
de novos PAMs para diversas bacterias. 


6. Cas9 de alta precisao 

Ate o momento relacionamos variantes de Cas9 utilizadas para diversos fins, sempre 
com o uso de sua especificidade em relagao ao DNA-alvo. Porem, desde o principio dos 
estudos com a SpCas9 foi verificado que esse sistema de reconhecimento e passivel de erros 
(Cradick et al., 2013; Fu et al., 2013; Pattanayak et al., 2013), sendo que outras sequencias de 
DNA nao desejadas podem reconhecidas e clivadas. Essa caracteristica de reconhecimento 
imperfeito e importante para o ambiente natural de agao da Cas9, onde ela tern como 
fungao controlar infecgoes por bacteriofagos. Nesse ambiente, a identificagao de sequencias 
ligeiramente diferentes facilita o combate de uma maior gama de invasores. Porem, com 
o desenvolvimento do uso desse sistema com a fungao de editar acidos nucleicos, tanto 
para inativagao genica quanto para insergao de transgenes, foi notada a importancia do 
aprimoramento do sistema. 

Nesse sentido de reduzir o efeito off-target, o uso de nickases foi proposto, uma vez 
que elas precisam atuar aos pares para a produgao de um evento de clivagem dupla fita 
(Mali et al., 2013; Ran et al., 2013). Como esta abordagem demanda dois sgRNAs para que 
o evento ocorra, o processo torna-se mais especifico, pois dificilmente uma sequencia nao 
alvo ( off-target ) apresentara complementaridade aos dois sgRNAs simultaneamente (e uma 
distancia de 23 nt entre eles). E tambem importante lembrar que eventuais off-targets com 
complementaridade a apenas um dos sgRNAs sofrerao corte em apenas uma das fitas (um 
nick), que sera reparado pela celula sem ocorrer edigao. 

Porem, o grande avango nesse campo veio com o desenvolvimento de versoes fusionadas 
da dCas9. Nesse caso, a dCas9 foi combinada com a nuclease FokI (fCas9) gerando um 
complexo dependente de dois sgRNAs presentes nas fitas complementares do DNA-alvo, a uma 
distancia especifica de 15 ou 25 pb, possibilitando a dimerizagao das nucleases e clivagem 
do DNA-alvo (figura 3) (Guilinger et al., 2014; Tsai et al., 2014; Wyvekens et al., 2015). Nessa 
estrategia, os efeitos off-target sao diminuidos, uma vez que sao necessarios dois sitios-alvos 
existentes a uma exata distancia para que ocorra a dimerizagao das nucleases. Esse sistema 
teve um efeito off-target diminuido em 140 vezes comparado com a Cas9 selvagem e 4 vezes 
melhor do que as nickases discutidas acima. 

Ainda em busca da Cas9 perfeita, dois outros grupos se basearam na estrutura 
molecular da SpCas9 procurando maneiras de reduzir o efeito off-target. O primeiro teve 
como base as propriedades energeticas da interagao entre a SpCas9 e o DNA-alvo. Nesse 
contexto, foi verificado que existe uma “sobra” energetica nessa interagao que pode levar ao 
reconhecimento de DNAs-alvos com sequencias nao exatamente complementares ao sgRNA. 
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Figura 3. Esquema da estrategia dCas9 fusionado a nuclease Fokl. Imagem: Pereira, TC (2016). 


Com base nessa informagao, foi realizado o desenho racional de diversas SpCas9 mutantes 
para quatro aminoacidos presentes na regiao de contato com o DNA-alvo e verificou-se que 
entre os 15 mutantes testados, 2 tinham mantido a capacidade de clivar alvos especificos 
e reduzido drasticamente os efeitos off-target (Kleinstiver et al., 2016). 0 produto desse 
estudo foi chamado SpCas9-HFl ( Streptococcus pyogenes Cas9 High Fidelity 1), e diversos 
testes demonstraram que, quando usada in vivo, essa Cas9 mutante tern efeito off-target 
proximo a zero. 

Simultaneamente, outro grupo descreveu a chamada eSpCas9 ( enhanced specificity 
SpCas9 ) (Slaymaker et al., 2016) tambem se utilizando da estrutura molecular do complexo 
DNA/SpCas9 (Anders et al., 2014; Nishimasu et al., 2014). Assim como no estudo anterior, 
foi proposto que existem posigoes na regiao de interagao entre o DNA-alvo e o sitio de 
reconhecimento da Cas9 que favorecem a interagao com alvos nao especificos. A partir dessa 
hipotese, foram identificadas e testadas 31 posigoes passiveis de mutagao, sendo que cinco 
combinagoes geraram uma diminuigao dos efeitos off-target. Testes em escala genomica 
foram realizados e duas variaveis chamadas eSpCas9 1.0 e eSpCas9 1.1 foram selecionadas 
por terem fungao mantida e urn nivel de off-target proximo a zero (Slaymaker et al., 2016). 
Os dois trabalhos demonstram a plasticidade do sistema e sua capacidade de manter os 
efeitos desejados, mesmo apos diversas mudangas nunca encontradas de forma natural. 


7. Sistemas de ativagao indireta da Cas9 

Como discutido anteriormente, a definigao da estrutura molecular do complexo DNA/ 
SpCas9 foi muito importante para o desenvolvimento de novas versoes da SpCas9. Outro 
aspecto derivado desse conhecimento foi o entendimento e demonstragao de que a Cas9 
pode ser dividida em duas subunidades nao funcionais que, uma vez reunidas, podem 
executar sua fungao de clivagem do DNA-alvo (Wright et al., 2015). Essas subunidades foram 
chamadas de Split-Cas9. Com o uso dessa variante foram desenvolvidas diversas estrategias 
de ativagao indireta do sistema, uma vez que as duas subunidades poderiam ser introduzidas 
nas celulas e posteriormente um sinal ativaria a aproximagao destas. 

Tendo como modelo as versoes fusionadas da dCas9 discutidas anteriormente, 
os resultados mais promissores foram obtidos com Split-Cas9 fusionadas a proteinas 
“fotoativaveis” (gerando a Photo activ at able Cas9, paCas9). Em um exemplo desse metodo, 
cada subunidade foi fusionada a proteinas chamadas pMagnet e mMagnet, que sofrem 
dimerizagao quando excitadas por luz de comprimento de onda azul (412-426 nm) (Nihongaki 
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Figura 4. Esquema demonstrando as subunidades de Cas9 fusionadas ao sistema fotoativavel. Esta estrategia 
pode ser aplicada tanto a Cas9 selvagem (para edigao genica) quanto dCas9 (para controle da expressao). Imagem: 
Pereira, TC (2016). 
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et al., 2015) (figura 4). Nesse contexto, celulas transfectadas com essas subunidades podem 
ser cultivadas, porem a agao da Cas9 so ocorrera no momento desejado pelo pesquisador, 
possibilitando total controle do sistema. 

Versoes alternativas de controle de Split-dCas9 utilizaram outras protelnas com 
capacidade de dimerizagao controladas por drogas como a rapamicina, que induz a dimerizagao 
das protelnas FRB e FKBP (Zetsche, Volz, et al., 2015). Nesse caso, a dimerizagao e funcionamento 
do complexo so seria atingido com a administragao da droga na cultura celular. 

Em ambos os modelos, podemos notar que o sistema vem sendo desenvolvido e o 
controle de sua atividade esta cada vez mais especlfico, possibilitando ao pesquisador o 
desenvolvimento de experimentos totalmente controlados. 


8. Modificagoes nos sgRNAs 

Ate o momento discutimos diversas maneiras de melhorar os efeitos da tecnica de 
CRISPRbaseadas em alteragoes na nuclease Cas9. Uma outra estrategia para o mesmo fim 
e a alteragao do sgRNA, uma vez que esse e necessario para o reconhecimento do DNA-alvo. 

Os primeiros estudos nesse sentido foram realizados buscando a melhor combinagao 
entre o tamanho do RNA-guia e o numero de eventos off-target. De maneira contraintuitiva, 
foi observado que SpCas9 guiadas por sgRNAs truncados, contendo 17 nt, tern uma melhor 
performance gerando menos eventos off-target comparado ao sgRNA original de 20 nt (Fu 
et al., 2014). Uma posslvel explicagao para isso seria a natureza promlscua dos ultimos 
nucleotldeos da extremidade 5' da sequencia-guia do gRNA, demonstrada por meio de ChIP-Seq 
com dCas9 (Kuscu et al., 2014). Portanto, a retirada destes ultimos nt poderia explicar uma 
redugao no numero de off-targets. 

Outro aspecto analisado do sgRNA foi sua longevidade. Pesquisadores notaram uma 
rapida degradagao destas moleculas apos a administragao em celulas humanas primarias, 
como as celulas-tronco. Baseado em estudos com Interferencia por RNA, ja era conhecido 
que o uso de nucleotldeos modificados na produgao de siRNAs aumentava a vida media 
destes. Com isso foram testadas diversas combinagoes de nucleotldeos na produgao de 
sgRNAs. Os resultados mais expressivos foram obtidos com uso de uma combinagao de 
2’-fluoro (2'-F), 2'-0-metil (2'-0-Me) e S -constrained ethyl em posigoes especificas do sgRNA. 
Na combinagao mais favoravel foi verificada uma melhora expressiva na atividade do 
sistema comparado ao mesmo sgRNA produzido com nucleotldeos comuns (Rahdar et al., 
2015). Outro estudo semelhante mostrou que o uso de sgRNAs sinteticos com nucleotldeos 
modificados produz melhores resultados quando comparados ao metodo usual, baseado 
em plasmideos expressando os sgRNAs, especialmente em celulas humanas primarias como 
linfocitos T (Hendel et al., 2015). 


9. Cpfl 

Abusca por novas possibilidades na area de edigao genetica continua. Recentemente 
um novo sistema CRISPR foi identificado na bacteria Francisella novicida a partir de analises 
de bioinformatica, sendo classificado como um sistema CRISPR do Tipo V classe 2 (Makarova 
et al., 2015). A caracterizagao deste foi realizada pelo grupo do pesquisador Feng Zhang do 
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MIT, que evidenciou aspectos peculiares desse sistema nao compartilhados pelos sistemas 
Cas9 codificados por outras bacterias. 

O primeiro e a nao existencia de um tracrRNA no sistema. O segundo e a definigao de 
uma sequencia PAM rica em nucleotideos “T”, especificamente “YTN”, diferente da encontrada 
no sistema Cas9 rica em “G”. A terceira e o metodo de clivagem do DNA: ele e mediado pela 
nuclease Cpfl, cujo corte da dupla fita de DNA gera pontas coesivas, diferente do sistema 
Cas9 que gera extremidades abruptas (blunt end). Outra distingao e a presenga de dois sitios 
RuvC e a nao existencia do sitio HNH. Apesar das diferengas, o sistema CRISPR-Cpfl tern 
capacidade de agao semelhante aos sistemas CRISPR-Cas9, interagindo com alvos diferentes 
devido a sua sequencia PAM. Quando testado em celulas humanas, a Cpfl e capaz de gerar 
efeitos semelhantes a Cas9, expandindo assim as possibilidades de edigao do genoma (Zetsche, 
Gootenberg, et al., 2015). 


10. Conclusoes 

Podemos apreciar no decorrer deste capitulo o rapido desenvolvimento e aprimoramento 
da tecnologia e da biologia relacionada ao sistema CRISPR-Cas9. Pesquisadores provenientes das 
mais variadas partes do mundo mostraram que e possivel melhorar um sistema desenvolvido 
pela natureza desde o aparecimento das bacterias. Cada parte desse sistema foi analisado, 
decodificado e melhorado. Desde o desenho racional de estruturas da Cas9 ate modificagoes na 
composigao dos nucleotideos dos sgRNAs. Essa determinagao possibilitou o desenvolvimento 
de sistemas mais exatos, controlados e eficientes capazes de editar genomas de maneira 
especifica e segura. Esses fatores culminaram na perspectiva do uso do sistema Cas9 em 
testes clinicos de fase 1 previstos para 2017, alem da criagao de diversas empresas focadas 
no uso clinico desse sistema. Desse modo, entendemos que o futuro da tecnica de CRISPR 
deve nos surpreender, dada a velocidade do seu desenvolvimento. 
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1. Introdugao 

Apos compreender os mecanismos moleculares basicos do funcionamento de CRISPR, 
sua versatilidade, aplicagoes e as variantes de Cas9 e gRNAs, o proximo passo e obter as 
moleculas para a realizagao dos experimentos. Este capitulo tem por finalidade apresentar as 
diversas formas comerciais, academicas e de sintese em laboratorio para obter os reagentes 
de CRISPR - uma das formas como sao conhecidos Cas9 e o gRNA. 


2. A nuclease Cas9 

2.1 Formatos disponiveis: vetores, mRNAs e proteinas 

A enzima Cas9 ou suas variantes (Cas9n, dCas9, etc.) podem ser administradas no 
modelo de estudo (celula/organismo) basicamente em uma de tres formas: (i) DNA (vetor 
de expressao da Cas9), (ii) mRNA da Cas9 ou (iii) o proprio polipeptideo da Cas9 (figura 1). 

Os vetores de expressao (plasmidiais ou virais) sao pequenas moleculas de dsDNA 
tipicamente circulares nas quais se encontra clonada a proteina de interesse, nesse caso 
a Cas9, sob o controle de um promotor e um terminador transcricionais especificos. Eles 
apresentam como vantagens: (i) a facilidade de se manipular em laboratorio uma molecula 
estavel (o DNA); (ii) possibilidade de se aumentar a massa disponivel via amplificagao em 
bacterias; (iii) estarem disponiveis em uma serie de empresas, em diferentes configuragoes 
(diferentes promotores, variantes de Cas9, proteinas fusionadas e resistencia a antibioticos 
para selegao); e (iv) maior estabilidade na celula. Geralmente os plasmideos sao introduzidos 
na celula/organismo via transfecgao/eletroporagao/infecgao/injegao direta, para consequente 
transcrigao/tradugao in vivo. Os vetores podem ser singulares para a Cas9 ou ainda podem 
conter o sgRNA, para entrega simultanea dessas duas moleculas a celula. Contudo, uma vez 
que a expressao de Cas9 (assim como do gRNA) e dependente de promotores, que geralmente 
sao especie-especificos, observa-se um numero limitado de especies/grupos para os quais 
ha vetores disponiveis (humano, rato, camundongo, monocotiledoneas, dicotiledoneas e 
alguns outros). 

0 mRNA de Cas9, por sua vez, esta pronto para ser traduzido, podendo ser mais 
interessante em duas situagoes. A primeira se refere aos casos em que nao ha disponibilidade 
de vetores com promotores especificos para sua especie; a introdugao direta do mRNA 
elimina a dependencia destas sequencias regulatorias. A segunda se refere a situagoes em 
que o tempo do experimento e limitante. Por exemplo, trabalhos com zigotos e embrioes 
(cuja janela experimental e curta) frequentemente se utilizam destas moleculas, pois elas 
precisam passar apenas pelo processo de tradugao. Os vetores, em contraposigao, precisam 
primeiro ser internalizados pelo nucleo, em seguida transcritos, posteriormente exportados 
para o citoplasma, para so entao serem lidos pelos ribossomos. Entretanto, mRNAs sao 
moleculas muito instaveis e, comparativamente, mais dificeis de serem manipuladas do 
que vetores de DNA. 

Por fim, o polipeptideo de Cas9 nao precisa passar por nenhum processo celular 
anterior, ele esta apto para exercer sua atividade assim que entra no ambiente intracelular. 
Adicionalmente, a proteina Cas9 possui uma vantagem central: ela efuncional em qualquer 
especie, sendo esta uma caracteristica que nao se aplica aos vetores e mRNAs de Cas9. 


no 
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Protema Cas9 


Figura 1. Formas de aquisigao de Cas9 e gRNA. Plasmldeos expressando Cas9/gRNA sao mais faceis de se manipular 
em laboratorio e estao disporiiveis em diversas configuragoes, porem demandam diversas etapas de processamento 
intracelular. RNAs mensageiros de Cas9 sao uteis em experimentos de breve janela temporal, mas a manipulagao exige 
muitos cuidados. A protema Cas9 e funcional em qualquer especie, contudo apresenta elevado custo. P: promotor para 
Cas9. T7: promotor de origem viral, para transcrigao in vitro de Cas9. NLS: sinal de localizagao nuclear. T: sinal de 
terminagao da transcrigao da Cas9. U6: promotor de RNA polimerase III para expressao do gRNA. Scaffold: sequencia 
universal. “tttTTT”: sinal de terminagao da transcrigao de gRNA. Imagem: Pereira, TC (2016). 


Para entender melhor isto, precisamos nos lembrar de dois aspectos: (i) o codigo genetico 
e quase universal e (ii) especies diferentes usam os codons para um determinado aminoacido 
com frequences distintas (fenomeno conhecido como codon usage). Portanto, uma sequencia 
bacteriana (e.g., o gene codificar da SpCas9) nao necessariamente sera traduzida de maneira 
correta e eficiente em celulas vegetais ou animais. Portanto, o uso de vetores ou mRNAs 
contendo a sequencia nucleotidica de SpCas9 podem ser eficientes para a edigao genetica em 
diversas especies de bacterias, mas rnenos eficientes em fungos, plantas e celulas humanas. 

Foi pensando nisso que as empresas modificaram a sequencia nucleotidica de SpCas9, 
tornando-a otimizada para tradugao em celulas humanas (human codon-optimized, algumas 
vezes conhecida como hCAs9 ou HsCas9). Ha versoes otimizadas para milho, arroz, arabidopsis 
etc., muitas delas modificadas por grupos especificos de pesquisadores. Por um lado, essas 
otimizagoes aumentam as chances de sucesso da edigao genetica na especie de interesse, mas 
considerando a miriade de especies existentes, gerar versoes otimizadas para cada uma delas 
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e algo impraticavel. Nesse contexto mais amplo, a aquisigao do polipeptideo da Cas9 emerge 
como uma solugao universal simples. Sua grande desvantagem, no momento, e o prego. 

Independentemente do tipo de molecula (DNA, RNA ou proteina), um elemento muito 
importante que deve estar integrado a Cas9 e o sinal de localizagao nuclear (NLS), uma pequena 
sequencia de reslduos de aminoacidos (~10 aa) com papel de direcionar a protelna para o 
nucleo. Esta pequena sequencia (ou motivo) pode ser posicionada na extremidade amino 
(Wu et al., 2014) ou carboxi (Gao et al., 2015). Contudo, alguns autores relatam que o uso em 
apenas uma das duas extremidades nao e tao eficiente quanto nas duas simultaneamente 
(Hou et al., 2013), fazendo com que muitos grupos utilizem versoes NLS-Cas9-NLS (Platt 
et al., 2014; Yang et al., 2016). E essencial ressaltar que o NLS e fundamental quando se 
utiliza CRISPR em aplicagoes no DNA nuclear (edigao genetica, DNA labeling, regulagao da 
expressao e mapeamento genico) mas nao no uso contra RNA citoplasmatico (clivagem ou 
rastreamento de RNAs). 

Como exemplos, vemos que em plantas a expressao de Cas9 geralmente se da pela 
entrega de vetores, por meio de transformagao via Agrobacterium tumefaciens (Ali et al., 
2015) ou via bombardeamento de particulas (Shan et al., 2013). Ja em camundongos ha 
frequente microinjegao de plasmideo (Kalebic et al., 2016) ou de mRNA (Chu et al., 2016), 
com alguns relatos de uso da forma proteica da Cas9 (Aida et al., 2015). Estudos com Xenopus 
laevis comumente se utilizam do mRNA (Blitz et al., 2013) ou de proteina Cas9 (Bhattacharya 
et al., 2015); em zebrafish a nuclease ja foi entregue sob todas as formas, apresentando alta 
eficiencia quando injetada em forma de proteina devido a grande estabilidade (Ablain et al., 
2015; Varshney et al., 2015; Kotani et al., 2015). Ja em modelos de cultura de celulas, a Cas9 
tern sido entregue em forma de DNA (plasmideos) e, em alguns casos, a proteina tambem 
foi utilizada (Park et al., 2015). A transfecgao/eletroporagao com mRNA parece ainda ser 
toxica em culturas de celulas, e formas mais eficientes de entrega de mRNA na celula ainda 
estao sendo desenvolvidas. 


2.2 Vias de obtengao: academic as, comerciais e slntese 


Academica 

Talvez o melhor exemplo de obtengao de vetores por meio academico seja a Addgene, 
que e um repositorio de plasmideos depositados por pesquisadores, onde se encontram 
a maioria das construgoes ja publicadas em revistas cientificas (http://www.addgene.org/ 
CRISPR/). A Addgene disponibiliza tanto a molecula do vetor em si quanto as informagoes 
de sua sequencia nucleotidica (e o mapa da construgao). Os plasmideos podem ser buscados 
por grupo de pesquisa que os depositou, por tipo de fungao (quebra em dupla fita, quebra 
em apenas uma das fitas, dominios de ativagao, purificagao, visualizagao, etc.) e tambem 
por organismo modelo. Exemplos de plasmideos mais utilizados (fornecidos pela Addgene) 
estao dispostos na Tabela 1. 


Comercial 

Alternativamente, uma gama muito extensa e interessante de plasmideos e 
disponibilizada comercialmente por empresas como a Sigma-Aldrich, OriGene, IDT, GenScript, 
BioCat, ThermoFisher Scientific, ToolGene, PNAbio, New England BioLabs (vide Tabelas 2 e 3). 
Existe uma serie grande e crescente de empresas dedicadas a comercializagao de produtos 
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Tabela 1. Exemplos de plasmfdeos frequentemente utilizados. 
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Tabela 2 . Opgoes de empresas que comercializam proteina e mRNA de Cas 9 purificada. 
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Tabela 3. Opgoes de empresas para obtengao comercial de sgRNAs. 


Empresa Enderego 

0 que oferecem j 

http://www.biocat.com/ 
BioCat * . , 

functional-genomics 

Biblioteca de sgRNAs disponivel. Procura atraves 
de nome do gene. Especies disponiveis varia entre 
genes. Fornecidos em plasmideos. 

Clonagem customizada com fornecimento de 
sequencia-alvo sem PAM. 

http://www.genscript.com/ 

" gRNA-database.html 

Biblioteca de gRNA para humanos e camundongos, 
fornecidos em RNA ou clonado em plasmideo. 
Oferecem mais de uma sequencia-alvo para cada 
gene. 

Sistema de ativagao genica tambem disponivel 
(SAM-Synergistic Activation Mediators). 

GeneTools http://toolgen.com/7page_ 

id=254 

Sequencia ou nome do gene deve ser fornecida para 
pedir os sgRNAs. 

Fornecem sgRNAs clonados em plasmideos, ou RNA e 
em diferentes concentragoes. 

Possivel pedir para diferentes organismos. 

http://www.origene.com/ 
OnGen , . 

CRISPR-CAS9/Service.aspx 

Necessario fornecer sequencia-alvo de 100 pb ou as 
sequencias-alvo ja desenhadas. 

Pode ser escolhido o vetor para a clonagem do gRNA 
e concentragao de produgao. 

http://pnabio.com/support/ 
PNABio gRNATool.htm 

order@pnabio.com. 

Desenho a partir de regiao-alvo de menos de 1000 pb. 
Sera gerada uma tabela com os possiveis alvos e 
inespecificidades. 

sgRNA pode ser pedido a partir de sequencia-alvo ou 
regiao-alvo. Email deve ser enviado. 

Oferecem desenho de sgRNA para numero 
relativamente grande de animais. 

http ://www. sigmaaldrich. 
com/life-science/learning- 
lgma center/CRISPR-request- 

form.html 

Pedido customizado realizado atraves de formulario 
e fornecimento de numero RefSeq do gene desejado. 

0 organismo pode variar e deve ser verificado com 
a empresa. 

Bibliotecas sao oferecidas para todo o genoma, com 
pelo menos dois alvos por gene (humano). 

https://www.thermofisher. 
com/br/en/home/life- 
^ science/genome-editing/ 

geneart-CRISPR/geneart- 
CRISPR-search-and-design- 
tool.html 

Desenho de sgRNA. 

Biblioteca de sgRNA. Fornecido de diferentes formas 
e pareado com o tipo escolhido de Cas9 (plasmideo, 
RNA, proteina). 

Escolha por nome de gene. Mais de um sgRNA por 
gene. 

Humano, camundongo e linhagens ja prontas de 
celulas. 

Disponibilizam tambem primers para checagem da 
regiao-alvo para mutagoes. 

E necessario abrir conta e acessar o cloud deles. 


116 


Introdugao a tecnica de CRISPR 













relacionados a CRISPR. Atualmente, a ampla maioria deles oferece vetores, algumas 
disponibilizam o mRNA e poucas fornecem a proteina. Devido a crescente diversificagao 
de produtos para CRISPR (variantes de Cas9, proteinas fusionadas, versoes otimizadas para 
plantas e seres humanos, etc.) e importante ressaltar a necessidade de uma leitura cuidadosa 
de toda a descrigao do produto com paciencia antes de adquiri-lo. Listamos na Tabela 2 
empresas que comercializam Cas9 em forma de mRNA e ou protelna. 


Sintese 

A sintese de vetores em laboratorio e uma possibilidade adicional para grupos de 
pesquisa que possuem experiencia em engenharia genetica. Ela envolve a construgao de 
um cassete de expressao contendo a Cas9 (com promotores e terminadores de sua especie 
de interesse, fusionada ao NLS e com codons otimizados). A vantagem e que ele pode ser 
configurado a gosto. 

A produgao do mRNA de Cas9 em laboratorio tambem e uma alternativa, envolvendo 
neste caso abordagens quimericas (comercial/sintese). Esta estrategia envolve a aquisigao 
comercial de um plasmideo com Cas9 sob controle de um promotor viral T7 (T3 ou SP6). 
Esses plasmideos podem ser submetidos a reagao de transcrigao in vitro em laboratorio, 
utilizando kits comerciais com a RNA polimerase correspondente (e.g., AmpliScribe™ 
T7 High Yield Transcription Kit, da Epicentre) e gerando imensas quantidades de mRNA 
de Cas9. 

Por fim, a sintese do polipeptideo da Cas9 em laboratorio, via transcrigao in vitro 
seguida por tradugao in vitro (ou via expressao em bacterias e posterior purificagao), apesar 
de possivel nao e usual, principalmente devido a questoes de pureza. 


3. O gRNA 

3.1 Formatos disponiveis: vetores e RNAs 

0 gRNA pode ser entregue na celula/organismo de estudo em forma de DNA (vetores) 
ou a propria molecula de RNA. Ao contrario da Cas9, nao ha aqui questoes relacionadas a 
otimizagao de codons nem NLS. Contudo, como mencionado anteriormente, a manipulagao do 
DNA e mais facil, enquanto o RNA e interessante em experimentos com janelas experimentais 
breves. 


3.2 Vias de obtengao: academicas, comerciais e sintese 

Academica 

Novamente, o melhor exemplo de obtengao por meio academico provavelmente e 
a Addgene, que tambem possui vetores com gRNAs clonados. Contudo, apesar da Addgene 
conter em seu banco uma ampla representatividade quanto as variantes de Cas9, o mesmo 
nao ocorre, neste momento, quanto aos gRNAs/genes-alvo. Pode-se encontrar vetores com 
gRNAs para varios genes humanos e de camundongos, mas obviamente nao para todos. 
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Comercial 

Muitas empresas disponibilizam vetores com o gene da Cas9 e a sequencia universal 
do gRNA (de ~80 nt, na extremidade 3', vide cap. 2). Proximo a esta sequencia universal 
existe um sitio de clonagem, no qual e possivel inserir a sequencia-guia contra o gene-alvo 
de interesse (20 nt). Esta etapa resulta na reconstruqao do gRNA funcional no vetor, podendo 
agora ser utilizado para os experimentos (figura 1). A vantagem destes vetores e que eles 
podern ser modificados a fim de se editar qualquer gene de interesse. A sequencia-guia 
(—20 nt) pode ser adquirida como oligos de DNA (semelhantes a primers ) que devem ser 
clonados no vetor para posterior uso no experimento. 

Alternativamente, algumas empresas possuem bancos especiais, com vetores prontos 
para a edigao genica. Sao plasmideos/vetores virais construidos ja com a Cas9 e o gRNA 
funcional para seu gene de interesse, tornando-se desnecessario qualquer tipo de clonagem. 
Uma vez recebido no laboratorio, o vetor pode ser prontamente utilizado no experimento. 
Apesar de extremamente praticos, ha algumas limitagoes como o prego e disponibilidade 
para apenas algumas especies (geralmente humano, rato e camundongo) e/ou genes. Por 
fim, ao contrario do exemplo do paragrafo anterior, estes vetores sao exclusivos para um 
gene-alvo, nao sendo facilmente modificados (i.e., troca da sequencia-alvo) para editar 
outros alvos. 

Mais especificamente, a empresa BioCat (http://www.biocat.com) fornece os sgRNAs 
em forma de plasmideos para humano, camundongo e rato, mas pode ser possivel que outras 
especies aparegam no resultado. Ja pela GenScript e possivel comprar sgRNAs em forma 
de RNAs, porem apenas esta disponivel para humano e camundongo. Dessa forma, estas 
companhias oferecem sgRNAs pre-desenhados que podem ser buscados pelo site a partir 
do nome do gene. Outras empresas fornecem o mesmo servigo, mas atualmente a lista de 
sgRNAs sera enviada somente apos contato por e-mail, entre elas a PNAbio (http://pnabio. 
com) e ToolGene (http://toolgen.com). A limitagao em regioes-alvo e organismos disponiveis 
que essas empresas fornecem ainda e grande. Uma forma de contornar este problema e 
trabalhar com empresas em que a sequencia-alvo pode ser depositada, e eles trabalham 
em achar possiveis sitios-alvo e sintetizar seu sgRNA. Entre as empresas que trabalham 
dessa forma estao: Sigma (http://CRISPR.sigmainformatics.com), ThermoFisher Scientific 
(atualmente e preciso abrir uma conta) e ToolGene. Listamos as empresas que trabalham 
com sgRNAs na Tabela 3. 


Sintese 

A produgao de vetores para a expressao de gRNAs em laboratorio nao e complexa. 
Ela envolve a construgao de um cassete de expressao contendo, basicamente, tres elementos. 
Primeiro, um promotor da RNA polimerase III ( e.g ., U6) para expressao de pequenos 
RNAs, especie-especifico (mas nao obrigatoriamente). Segundo, o gRNA em si, composto 
pela sequencia-guia (—20 nt) seguida pela sequencia universal (~80 nt). Por fim, o sinal de 
terminagao da transcrigao, que para Pol. Ill e tipicamente uma sequencia de seis timinas 
(“TTTTTT”) (figura 1). 

O gRNA tambem pode ser obtido na forma de molecula RNA em si, via transcrigao in 
vitro a partir do promotor T7 do plasmideo, de forma semelhante ao decrito para mRNA de 
Cas9 (figura 1). As vantagens e desvantages do uso deste formato sao os mesmos discutidos 
anteriormente para o mRNA de Cas9. 
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4. Busca por gRNAs indisponiveis comercialmente 

Novamente, a limitagao em numero de especies e sequencias-alvo presentes em 
bancos de sgRNA comercializados pelas empresas e um problema para aqueles que desejam 
trabalhar com outros organismos alem de celulas humanas, camundongo e rato. 

Entao, como conseguir tais sgRNAs? Uma forma simples e pesquisar na literatura 
cientlfica ( e.g ., PUBMED - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) se ha trabalhos com 
CRISPR direcionado contra seu gene de interesse em sua especie de pesquisa (ou em 
alguma especie proxima). Caso encontre algum artigo que tenha publicado CRISPR com 
o gene e organismo de interesse, contatar o laboratorio pode ser valido para aquisigao 
do vetor. Porem, como a tecnologia e relativamente recente, a chance de se obter um 
sgRNA dessa forma e baixa. 

Como dito anteriormente, outra forma mais eficaz e obter a sequencia nucleotidica 
do gRNA disponibilizada no artigo e seguir com um pedido customizado para as empresas. 
Algumas dessas companhias sao mais versateis e permitem a insergao da sequencia nucleotidica 
do gene inteiro. Em seguida, elas mesmas desenham e sintetizam o gRNA (clonado em vetor 
ou ja no formato de RNA). 


5. Desenho de gRNAs 

Como observado, ha inumeras formas de se obter o gRNA. Algumas muito praticas, 
como a aquisigao comercial do plasmideo com o gRNA clonado diretamente da empresa, 
pronto para o experimento. Em outros casos, ao informar a empresa o gene-alvo, ela mesrna 
fica responsavel por desenhar e sintetizar o gRNA. 

Entretanto, em alguns casos, o pesquisador possui em seu laboratorio um vetor com Cas9 
e o scaffold do gRNA (a sequencia universal de ~80 nt), necessitando apenas da sequencia-guia 
(SG, de ~20 nt) para clonar no mesmo e iniciar seus experimentos. Caso esta SG nao esteja 
disponivel na literatura, pode-se desenha-la de maneira bem simples, como veremos a seguir 
(revisto em Lee et al., 2016; revisto em Mohr et al., 2016). 

5.1 Posigao do gRNA em relagao ao gene 

Um aspecto-chave e a posigao da SG em relagao a estrutura do gene como um todo. 
Experimentos visando o nocauteamento de genes codificadores de proteinas devem dar 
preferencia por sitios exonicos localizados logo apos o codon de iniciagao ( start codon ) 
(Figura 2). Uma vez que indels frequent entente alteram a fase de leitura, quanto mais proxima 
a mutagao estiver da extremidade aminoterminal da proteina, maior sera o numero de 
aminoacidos modificados e, consequentemente, maior sera a garantia de nocauteamento. 
Apesar da regiao promotora, 5' UTR, introns e 3' UTR poderem ser utilizados (observando-se 
certas condigoes), a preferencia deve ser dada para a regiao codificadora. 

Por sua vez, abordagens para RNA tracking e clivagem de RNA devem ser focadas 
apenas em exons; para DNA labeling, em qualquer parte do gene. Ja para ensaios de controle 
da expressao genica (ativagao ou repressao), os gRNAs devem ser direcionados as regioes 
promotoras (mas nao exclusivamente) (Larson et al., 2013). 
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Figura 2. Relagao entre o local de edi^ao genetica e o efeito sobre a proteina. El-4: exons de um a quatro. Letras: diferentes aminoacidos. Imagem: Pereira, TC (2016). 



















































5.2 Outros aspectos 

A forma mais direta de desenho de gRNAs individuals e por meio do uso de softwares 
online. Tais programas, listados na Tabela 4, consideram alguns parametros basicos de design, 
geram respostas rapidas e frequentemente satisfatorias para o sucesso do experimento. 

Pesquisadores mais criteriosos podem desenhar manualmente a SG. Apesar de mais 
laboriosa, esta estrategia permite o total controle de todas as etapas do processo, algo que 
muitas vezes nao e possivel ao se utilizar softwares. As regras gerais para desenho sao 
relativamente simples: uma sequencia de vinte nucleotideos (N 20 ) que deve ser unica no 
genoma e apresentar um conteudo “GC” proximo a 50% (Wang et al., 2014). Esta SG deve 
estar posicionada exatamente ao lado de uma PAM, que para a SpCas9 e o tripleto “NGG”. 
Devido a isto, muitas vezes a expressao “N 20 NGG” e mencionada nos programas de busca 
por alvos. 

Apesar de a SpCas9 ser a enzima mais comumente utilizada, existem outras nucleases 
cujas PAMs sao diferentes. Por exemplo: Cas9 de Neisseria meningitidis (NmCas9) reconhece 
a PAM “NNNNGATT” (Hou et al., 2013), de Streptococcus thermophilus (StlCas9) “NNAGAAW” 
(Garneau et al., 2010), de Staphylococcus aureus (SaCas9) “NNGRR” (Ran et al., 2015). Portanto, 
este ajuste na procura por alvos deve ser considerado ao se utilizar outras Cas9 (e.g., “N 20 NNGRR” 
para SaCas9). 

Alguns aspectos mais especificos adicionais devern ser considerados. Por exemplo, 
deve-se evitar que SG apresente sitios de restrigao envolvidos no processo de clonagem do 
proprio cassete de expressao do gRNA. Segundo, frequentemente o gRNA esta sob controle do 
promotor U6 (ou HI) da RNA polimerase III, enzima especifica para transcrigao de pequenos 
RNAs. Nesse sentido, a SG nao pode conter quatro ou mais timinas (“TTTT”), pois este e o 
sinal de terminagao desta polimerase (Mohr et al., 2016). Deve-se tambem evitar sitios que 
apresentem SNPs, pois isto pode impedir a perfeita interagao entre SG e DNA-alvo. Por fim, 
deve-se evitar estruturas secundarias rigidas (e.g., hairpins ou bulge loops com temperaturas 
de melting acima de 5°C), aspecto que pode ser averiguado em programas como Gene Runner 
(www.generunner.net). 

Uma curiosa etapa adicional e a avaliagao do potencial de indugao de mutagoes 
frameshift (Bae et al., 2014), util para experimentos que objetivam o nocauteamento de 
genes codificadores de proteinas. Em alguns casos, o sitio de clivagem pode apresentar 
micro-homologia entre as extremidades de DNA geradas potencialmente restaurando a fase 


Tabela 4. Relagao dos sites mais utilizados para o desenho de sequencias-guias que avaliam off-targets 
e apresentam interface web. 


U Website 

URL 1 

CRISPR design 

http://crispr.mit.edu 

E-CRISP 

http://www.e-crisp.org/E-CRISP/ 

flyCRISPR 

http://flycrispr.molbio.wisc.edu/tools 

DRSC CRISPR 

http://www.flyrnai.org/crispr2/ 

CRISPy 

http://staff.biosustain.dtu.dk/laeb/crispy/ 

GT-Scan 

http://gt-scan.braembl.org.au/gt-scan/ 

CHOPCHOP 

https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/ 

CLD 

https://github.com/boutroslab/cld 
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de leitura e, consequentemente, impossibilitando o nocauteamento. Bae e colaboradores 
desenvolveram um software capaz de verificar o potencial da SG em gerar mutagoes de 
frameshift, que sao as mais interessantes para nocaute. 

A avaliagao de especificidade da SG, i.e., a busca por possiveis off-targets, pode ser 
feita por meio de diversos softwares, listados e detalhados por Lee e colaboradores (Lee et 
al., 2016). Uma alternativa e o popular programa BLASTn, (NCBI), no qual basta ajustar os 
parametros ( Algorithm parameters - no fim da pagina): selecionar “Short Queries” e alterar 
“Word Size” para 20. Em principio, SG nao deveria apresentar quaisquer semelhangas com 
outra sequencia no genoma, alem do proprio DNA-alvo. Contudo, nem sempre isso e posslvel 
e sequencias ( hits ) com algum grau de similaridade sao comuns. 

Neste momento devemos nos lembrar que a SG apresenta regioes aparentemente 
promlscuas e regioes de alta fidelidade (Hsu et al., 2013; Pattanayak et al., 2013; Fu et al., 
2013). Estudos de ChIP-Seq com dCas9 revelaram que os nove nucleotideos da extremidade 5' 
tolerant mal pareamento com o DNA (Kuscu et al., 2014), ao passo que a regiao seed precisaria 
ser totalmente complementar (figura 3). 

Portanto, caso a SG apresente similaridade com um alvo nao desejado, mas ela difira 
na porgao seed, isso sugere que este off-target nao sera editado acidentalmente, ja que nao 
havera pareamento entre o gRNA e o DNA-alvo. Entretanto, caso a SG apresente similaridade 



Figura 3. Especificidade da sequencia-guia em fungao da posigao dos nucleotideos. Estudos tern evidenciado que 
a extremidade 5' do guia tolera mal pareamentos com o DNA-alvo, explicando a existencia de off-targets. De forma 
oposta, a regiao mais proxima a 3' (seed) seria menos permissiva a pareamentos erroneos. Imagem: Pereira, TC (2016). 
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com um alvo nao desejado, diferindo apenas na extremidade 5', isso sugere que este off-target 
podera sim ser editado acidentalmente, ja que a 5' naturalmente e promiscua. 

Obviamente, a decisao quanto a situagoes intermediarias e muito dificil. Devo ou 
nao utilizar uma SG cuja seed difira em apenas 1-2 nt de um off-target ? Infelizmente nem 
todos os parametros que regem a interagao entre SG e o alvo sao conhecidos (Mohr et al., 
2016). Mesmo os intrigantes dados de ChIP-Seq com dCas9 sobre a promiscuidade da 5' 
sao questionaveis (Tsai et al., 2015; revisto em Lee et al., 2016). A sugestao e procurar por 
outras SGs e utilizar aquela que apresente menor similaridade. Adicionalmente, a analise 
molecular pos-experimento para verificar se houve ou nao edigao do potencial off-target 
identificado in silico e plenamente valida. 

Existem trabalhos analisando o efeito da composigao nucleotidica ao longo de toda a 
extensao da SG, i.e., quais nucleotideos devem ser preferidos ou preteridos em determinada 
posigao (Doench et al., 2014), mas a opgao pelo uso de parametros tao restritivos deve ser 
ponderada pelo leitor. 

Outro aspecto muito importante e determinar se o gene-alvo apresenta formas 
alternativas de splicing, se possui outras copias no genoma (paralogos) e se a intengao e 
editar apenas o alvo ou tambem estas outras sequencias relacionadas. Tudo isso demandara 
analises mais profundas para encontrar uma sequencia-alvo exclusiva para uma isoforma 
ou comum a todos eles. 

Por fim, em situagoes atipicas, de genes sobrepostos por exemplo, a edigao da sequencia 
nucleotidica afeta ambas proteinas simultaneamente. Este desafio pode ser resolvido de 
uma forma elegante: clivagem do DNA-alvo e uso de um DNA doador cuja sequencia tenha 
sido detalhadamente redesenhada, introduzindo mutagoes que sejam silenciosas ou neutras 
para uma proteina e, simultaneamente, missense, nonsense ou de frameshift para a segunda 
proteina. 


6. Construgao de bibliotecas de gRNAs 

Um dos principals objetivos da genetica, em uma visao mais ampla, e conhecer a fungao 
de cada um dos milhares de genes de cada um dos milhoes de especies no planeta. Tecnicas 
de genetica reversa, tais como RNAi e CRISPR, tern nos permitido avangar em diregao a este 
objetivo maior. Contudo, adaptagoes para utilizar essas tecnicas em larga escala tornam-se 
necessarias, caso queiramos alcangar este objetivo em um tempo razoavel. 

A construgao de bibliotecas de gRNAs para todos os genes de uma determinada especie 
constituem um desses aprimoramentos. Por meio delas somos capazes de nocautear e em 
seguida identificar o papel de cada um dos genes na celula/organismo. Exemplos recentes 
desse avango compreendem bibliotecas para estudos em Saccharomyces cerevisiae (Ryan 
e Cate, 2014), drosofila (Bassett et al., 2015), celulas de camundongos (Koike-Yusa et al., 
2014), genes humanos (Wang et al., 2014; Shalem et al., 2014; Zhou et al., 2014) e proteinas 
envolvidas na entrada e transmissao celula a celula do virus da Hepatite C (HCV) (Ren 
et al., 2015), Adicionalmente, bibliotecas com mais de um gRNA para o mesmo gene-alvo 
permitem a busca por aqueles que sao totalmente alvo-especificos, minimizando assim 
eventuais efeitos off-targets. 

As bibliotecas podem ser divididas em arrayed libraries (bibliotecas dispostas em 
arranjos fixos) e pooled libraries (bibliotecas dispostas em misturas, em uma tradugao livre). 
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Nas primeiras, os gRNAs sao posicionados em placas de multipogos contendo celulas, e cada 
pogo recebe um gRNA conhecido a ser avaliado. Assim, a condugao de tais experimentos exigem 
recursos especiais e robos para manipulagao de muitas placas. Porem, como vantagem, uma 
quantidade muito maior de fenotipos pode ser investigada usando, por exemplo, marcagao 
por fluorescencia ou abordagens baseadas em coleta automatizada de imagens. Protocolos 
simples e eficazes para construgao de tais bibliotecas sao descritos na revisao de Agrotis e 
Keteller (2015). 

Ja a construgao de pooled libraries e comparativamente bem mais comum, simples 
e barata, sendo, portanto, o tema desta segao. 

6.1 Pooled libraries visao geral 

Aspectos gerais 

Os principios basicos para construgao de uma pooled library envolvem: (i) obtengao 
in silico das sequencias-guias (i.e., os 20 nt do gRNA que direcionam a Cas9), (ii) sintese dos 
oligonucleotideos correspondentes, (iii) ligagao ao vetor, (iv) transfecgao/transdugao em 
condigoes para garantir um vetor por celula, (v) isolamento dos clones e (vi) checagem da 
biblioteca (sequenciamento dos clones) (Shalern et al., 2015). 


Obtengao in silico das sequencias-guias 

De acordo com Wang et al. (2016), um primeiro e importante passo e a obtengao 
da lista de sequencias-guias para o conjunto de genes ou genoma de interesse. No caso das 
especies humana e murina, este grupo de pesquisa gerou uma lista de sgRNAs previamente 
validados que estao disponiveis gratuitamente em http://www.broadinstitute.org/~timw/ 
CRISPR/ para sintese. 

Nesse sentido, quando se deseja construir bibliotecas pequenas, abrangendo poucos 
genes humanos ou murinos, pode-se usar a lista anteriormente mencionada ou uma das muitas 
ferramentas online disponiveis para desenho de sequencias-guias (Tabela 4). Recomenda-se 
o desenho de pelo rnenos tres sequencias-guias para minimizar efeitos off-targets (Malina 
et al., 2014). O conteudo GC deve ser equilibrado: quantidades muito altas ou muito baixas 
devem ser evitadas (Wang et al., 2014). 

Contudo, quando se objetiva desenhar guias para todo um genoma, estrategias mais 
sofisticadas sao necessarias. Um exemplo de tais ferramentas de bioinformatica foi descrito 
por Heigwer e colaboradores (2016), com um metodo integrado para customizar bibliotecas 
de sgRNAs para qualquer organismo que tenha seu genoma sequenciado disponivel. Alem 
de ser compativel com o uso convencionais de CRISPR (clivagem de genes codificadores de 
proteinas), o recurso CLD ( CRISPR library designer ) tambem e compativel para o uso de Cas9 
modificadas, assim como alvos nao codificadores de proteinas. Para demonstrar a eficacia de 
tal ferramenta foi feito um escaneamento para a via TRAIL ( TNF-related apoptosis inducing 
ligand ) usando uma biblioteca customizada de 12.471 sgRNAs. O CLD funciona conforme os 
seguintes passos: (i) obtengao da sequencia ENSEMBL, lista dos genes e os parametros que 
devem ser usados (tamanho minimo do desenho, maximo, porcentagem de “GC”); (ii) indice 
das sequencias genomicas, gerado por uma previsao e filtragem dos sitios de sgRNAs-alvos a 
partir da lista de genes; (iii) avaliagao e remogao de possiveis off-targets; (iv) um arquivo com 
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os melhores sgRNAs para cada gene; (v) um arquivo final de salda, incluindo o formato FASTA 
com as sequencias de oligonucleotldeos para sintese e posterior clonagem no vetor-alvo. 


Clonagem por digestao e ligaqao 

Apos a selegao in silico das sequencias-guias e a compra dos oligonucleotldeos 
correspondentes (da mesma forma que se adquire primers), estes devem ser clonados no 
vetor. Ha varias formas para isso, abordaremos aqui duas delas. A primeira envolve a 
digestao do vetor e ligagao direta dos oligonucleotldeos (duplexes ja anelados), caso eles 
tenham sido desenhados de tal forma que cada duplex ja apresente as extremidades coesivas 
compativeis ao vetor digerido. 

Alternativamente, os oligonucleotldeos podem ser submetidos a PCR, seja para amplificar 
o numero de moleculas, seja para anexar alguma sequencia a eles (como o promotor U6 ou o 
scaffold). De qualquer forma, apos este procedimento os amplicons nao apresentarao mais 
as extremidades coesivas, sendo necessario entao a digestao deles com a mesma enzima 
de restrigao usada no vetor. 

Apos purificagao com kits comerciais, os amplicons podem ser clonados em vetor 
contendo Cas9 (figura 4), que deve ser escolhido de acordo com o foco desejado. A empresa 
Addgene, por exemplo, disponibiliza uma ampla serie de plasmideos com Cas9 (https:// 
www.addgene.org/crispr/zhang/) para a clonagem dos gRNAs. Esta grande diversidade de 
vetores permite a construgao de bibliotecas para mamiferos, bacterias, leveduras, C. elegans, 
drosofila, zebrafish,Xenopus e plantas. Lembrando que outras empresas tambem comercializam 
diversos outros plasmideos igualmente interessantes. 

0 vetor e entao internalizado em bacterias competentes por protocolos convencionais, 
como eletroporagao/transformagao, as colonias positivas selecionadas sao purificadas, o DNA 
e extraido e sequenciado na regiao do sgRNA. A biblioteca resultante deste procedimento 
pode ser usada para a transfecgao/transdugao (no caso de virus) das celulas por protocolos 
convencionais mais adequados (e.g., vetores lentivirais para celulas 293). 


Clonagem porLIC (ligation-independent cloning) 

A clonagem do oligonucleotideo ao vetor pode tambem ser feita via metodo LIC 
( ligation-independent cloning), que nao e novo no ramo das tecnologias de edigao genica, ja 
tendo sido empregado para estudos com TALENS (Schmid-Burgk et al., 2013). Esta mesma 
abordagem foi recentemente aplicada por Schmidt e colaboradores (2015), na qual uma 
biblioteca com 19.506 sgRNAs unicos e validados foi testada em celulas 293, com 100% de 
knockout para os 19 genes avaliados. 

Resumidamente, o sistema funciona a partir de um plasmideo linearizado com as 
enzimas Apal e Spel. Em seguida, com uso da T4 DNA polimerase e dTTP em um processo 
especial denominado chewback reaction, as extremidades do vetor sofrern recessao, 
permitindo um extenso pareamento do oligonucleotideo com o vetor. Mesmo nao estando 
covalentemente hgadas, estas moleculas (vetor/ohgonucleotideo) podem ser introduzidas em 
bacterias competentes (via transformagao), sendo entao ligadas pela maquinaria de reparo 
da bacteria. Note, portanto, que diferentemente de um processo comum de clonagem com 
restrigao-ligagao in vitro, LIC prove uma rota eficiente para ligagao in vivo. 
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Figura 4. Visao geral dos passos a serem seguidos para a construgao de bibliotecas de gRNAs. Apos a obtengao das sequencias-guias in silico e a sintese dos oligonucleotideos 
correspondentes, estas moleculas devem ser integradas ao vetor (por digestao/ligagao ou LIC). Em seguida, o vetor deve ser inserido em bacterias competentes via transformagao, purificado 
e sequenciado. Eventuais etapas posteriores, como a produgao de particulas (lenti)virais, podem ser aplicadas. Imagem: Gongalves, NJN e Pereira, TC (2016). 
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6.2 Tipos de pooled libraries 


Bibliotecas de pares de sgRNAs com promotores distintos 

Um crescente numero de aplicagoes da CRISPR requer a expressao simultanea de 
dois sgRNAs, transcritos por promotores diferentes. Uma vez que as sequencias devem ser 
clonadas em regioes promotoras diferentes no mesmo plasmideo, as estrategias ja disponiveis 
e validadas para construgao de bibliotecas nao sao efetivas neste caso. Vidigal e Ventura 
(2015) desenvolveram um metodo rapido e eficiente para obtengao de bibliotecas de pares. 
Resumidamente, as duas sequencias foram clonadas simultaneamente no vetor, a partir de 
um oligonucleotideo de 110 nt. Este desenho content a sequencia dos dois gRNAs separadas 
por sitios de ligagao da enzima Bbsl, e nas pontas 5' e 3' opostas existem sequencias curtas 
de homologia com o promotor U6 e com a sequencia universal do gRNA (o scaffold). Em 
paralelo, foi gerado um plasmideo doador que, digerido com Bbsl, possibilita a ligagao e 
posterior clonagem das sequencias gRNAs. 

Um belo exemplo de gRNAs pareados refere-se a metodologia DECKO {Double Excision 
CRISPR Knockout). Esta e uma estrategia eficaz em que vetores lentivirais expressam 
simultaneamente dois gRNAs para a delegao completa de algum elemento genetico de 
localizagao conhecida (promotor, enhancer, regiao codificadora, etc.) (figura 5). DECKO se 
baseia em um oligonucleotideo initial de 165 pb, carreando as sequencias variaveis Iguias) dos 
dois gRNAs, permitindo assim uma dupla excisao e, consequentemente, a delegao completa 
de uma regiao genomica de interesse (Aparicio-Prat et al., 2015). Esta simplicidade permite 
que DECKO seja escalonavel para uso como biblioteca. 


Bibliotecas para analise de elementos cis-regulatorios 

(Molecular Chipper) 

Cheng et al. (2016) obtiveram uma bibliotecas de sgRNAs de alta cobertura (i.e., 
muitos alvos por kilobase) por meio da abordagem molecular chipper, que consiste em uma 
associagao de fragmentagao aleatoria do DNA em estudo e uso da enzima de restrigao £coP15I 
para posterior clonagem. Esta estrategia e interessante quando nao se sabe a localizagao 
precisa do(s) elemento(s) genetico(s) em estudo. Um exemplo classico e a analise da regiao 
regulatoria upstream de um gene, que pode ser composta por diversos pequenos dominios 
(ou motivos) espalhados ao longo de varias centenas (ou milhares) de pares de bases. Nesse 
sentido, e necessario gerar diversos gRNAs para esta regiao e testa-los individualmente 
quanto ao seu efeito na expressao genica. 

Uma biblioteca construida via molecular chipper foi utilizada para identificar novos 
dominios regulatorios de um grupo de 17 microRNAs, uma importante classe de genes 
nao codificadores que regulam diversos processos biologicos. 0 miR-142, por exemplo, tern 
um papel muito importante na biogenese de celulas hematopoieticas e mutagoes nesta 
regiao foram associadas a formagao tumoral. A estrategia de molecular chipper permitiu 
a obtengao de um conjunto de sgRNAs cobrindo toda a potencial regiao regulatoria do 
miR-142 3p, para o escaneamento por elementos regulatorios da transcrigao {cis-acting 
elements). Tais sgRNAs promoveram mutagoes pontuais ao longo de toda esta regiao, resultando 
em alteragoes parciais ou completas na expressao genica, avaliada por meio da atividade do 
reporter GFP e FACS (figura 6). Assim, foi possivel um escaneamento de elementos regulatorios 
da transcrigao conhecidos e nao conhecidos de miR-142. 
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Figura 6. Principio da estrategia Molecular Chipper. Esta abordagem visa gerar gRNAs referentes a determinada 
regiao do genoma na qual se sabe existir elementos geneticos (como motivos funcionais - Ml a M4- dentro de uma regiao 
regulatoria de um gene), mas nao se sabe suas localizagoes precisas. Os diversos fragmentos gerados (gl a g8) podem 
ser clonados no vetor CRISPR, gerando uma biblioteca. Alguns dos clones (g2, g4, g6 e g7) sao derivados diretamente 
dos motivos funcionais e resultarao em edigoes nos mesmos. Isto, por sua vez, alterara a expressao genica, avaliada 
por um gene reporter (A). Note que g3 (B) nao atinge um motivo funcional, nao afetando assim a expressao genica. 
Imagem: Gongalves NJN e Pereira TC (2016). 
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Bibliotecas para CRISPRi e CRISPRa 

E posslvel tambem construir bibliotecas para alterar a expressao de genes via CRISPR. 
Nesse caso, os gRNAs devem ser clonados em vetores contendo uma Cas9 especial, capaz de 
reprimir ou ativar a transcrigao genica (vide cap. 3). Para estudos em celulas eucarioticas, por 
exemplo, a dCas9 pode ser fusionada com o dominio de ativagao de p65 ou VP64. Estudos tern 
demonstrado que dCas9-VP64 e capaz de ativar genes endogenos silenciados ou intensificar a 
expressao de genes ja ativos (Russa e Qi, 2015). Tal indugao transcricional pode ser aprimorada 
usando multiplos sgRNAs contra o mesmo alvo. 

Gilbert e colaboradores (2014) investigaram a repressao (CRISPRi, usando 
206.421 sgRNAs) ou ativagao (CRISPRa, usando 198.810 gRNAs) genicas, e os resultados 
mostram controle robusto com niveis baixos de off-targets em celulas humanas K562, avaliando 
15.977 genes (Gilbert et al., 2014). 

Outra abordagem utiliza o sistema SAM ( synergistic activation mediator), que implementa 
multiplos ativadores transcricionais para criar um efeito sinergico. Essa ferramenta faz uso 
do dCAs9-VP64, porem os autores arquitetaram caracteristicas adicionais para reforgar 
o recrutamento de ativadores. Nesta nova abordagem, o sgRNA content aptameros que 
permitem a ligagao da proteina MS2 (de bacteriofago) fusionada a dois outros dominios 
de ativagao (p65 e HSF1). O sistema SAM tern um alcance maior e mais aperfeigoado para 
a ativagao transcricional e com ele foram avaliados 23.430 genes com 70.290 sgRNAs em 
celulas A375 (melanoma) (Konermann et al., 2015). 


Bibliotecas codificadas (barcoded) 

Uma nova abordagem foi descrita por pesquisadores que geraram uma plataforma 
associativa da analise combinatoria em massa (CombiGEM) com CRISPR, para uma montagem 
rapida e precisa de bibliotecas que podem ser mapeadas com sequenciamento em larga 
escala. Esta abordagem pode ser muito util para identificar perturbagoes em celulas humanas 
e para identificar grupos de genes que controlam caracteristicas complexas (Kock et al., 
2016). Wong et al. (2016) usaram essa abordagem para avaliar uma grande combinagao de 
genes em celulas humanas, traduzindo esses dados em uma combinagao efetiva de drogas 
especificas. A partir dessa metodologia foi gerada uma biblioteca codificada ( barcodes ) de 
23.409 sequencias duplas de gRNA, e entao usou-se sequenciamento em larga escala para 
avaliar quais genes-alvos foram capazes de inibir o crescimento de celulas cancerosas no 
ovario. Tal efeito foi validado para um conjunto especifico de genes que incluem reguladores 
epigeneticos. A combinagao de tais tecnologias para a obtengao de bibliotecas vai acelerar de 
forma sistematica a identificagao e modulagao de drogas especificas para diversas doengas 
humanas de alta complexidade. 


7. Conclusoes 

O rapido avango da tecnologia CRISPR se traduz no oferecimento de uma extensa lista 
de produtos academica e comercialmente disponiveis, assim como o desenvolvimento de 
ferramentas in silico e estrategias moleculares para a sintese e/ou construgao dos reagentes 
de CRISPR (Cas9 e gRNA). Os recursos para obtengao dessas moleculas e vasto, podendo ser 
ajustado de acordo com os objetivos especificos do pesquisador. 
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1. Introdugao 

Controles experimentais sao importantes para a interpretagao correta dos resultados 
de qualquer estudo. Apesar da grande versatilidade da tecnica (vide cap. 3), neste capitulo 
iremos focar nos principals controles e formas de analise empregados durante a edigao 
genetica mediada por CRISPR, que e a aplicagao mais frequente desta. 

Na edigao genomica de precisao, a hipotese e a de que uma modificagao de um local 
especifico no genoma do organismo em estudo e a responsavel pela alteragao fenotipica 
observada pos-experimento. Os controles e analises moleculares abordados neste capitulo 
visam garantir que as conclusoes derivadas dos estudos que utilizam CRISPR estejam precisas. 


2. Controles experimentais 

2.1 Controles negativos 

A forma de controle negativo mais utilizada e a administragao incompleta dos elementos 
necessarios para a edigao. Ou seja, Cas9 e/ou o gRNA sao excluidos do procedimento (e.g., vetor 
vazio) para mostrar que os eventos de quebra de fita dupla sao dependentes de ambas as partes 
do sistema. Alternativamente, o uso de Cas9 e um gRNA contra uma sequencia nao presente 
no genoma tambem e comumente utilizado como controle negativo (as vezes denominado 
“universal negative control”). Este serve para evidenciar que o processo e sequencia-especifico, 
ou seja, apenas o gRNA direcionado ao seu gene e capaz de inativar o alvo. 

Ja para os ensaios de KI e/ou substituigao alelica, envolvendo um DNA doador exogeno 
e HDR, o controle negativo tipicamente e caracterizado pelo mesmo procedimento conduzido 
na ausencia do DNA doador. 


2.2 Controles positivos 

0 uso de um controle positivo, i.e., um sistema simples cuja funcionalidade ja esta 
comprovada (e.g., um plasmideo com Cas9 e gRNA validados na especie de estudo) pode ser 
interessante em alguns casos. Assim, pesquisadores que utilizam a tecnica pela primeira 
vez e que desejam “testa-la e/ou excluir possiveis fontes de erro ao longo do procedimento”, 
podern alcangar um resultado positivo garantido. Experimentos-piloto podem entao ser 
executados para confirmar que todas as outras condigoes laboratoriais estao adequadas para 
se obter a edigao dos genes mediada por CRISPR. No entanto, isto requer que os componentes 
do piloto sejam os mesmos que os utilizados no estudo, por exemplo, vetores, promotores, 
tipo de celula, etc. 

Como alternativa, em vez de adquirir comercialmente um “controle positivo”, pode-se 
construir em laboratorio um sistema com um gRNA previamente validado em estudos 
publicados (e cuja sequencia esta disponivel em artigos). 


2.3 De especificidade 

Como mencionado anteriormente, problemas de especificidade ocorrem mesmo 
ao se usar ferramentas de edigao genomica de precisao, tais como CRISPR. A perda de 
especificidade deve ser entendida como eventos de DSBs ocorridos em sitio(s) que nao era(m) 
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o alvo pretendido ( off-targets ). Acredita-se que isto possa ser devido a semelhangas entre 
a sequencia-guia e outras porgoes no genoma. A gravidade da perda de especificidade e 
naturalmente dependente da finalidade e objetivos da pesquisa. Em estudos de identificagao 
da fungao genica, o nocauteamento de outros genes pode comprometer a interpretagao dos 
resultados. Na terapia genica de celulas humanas via CRISPR, edigao de off-targets nao sao 
um risco aceitavel. 

A especificidade de um gRNA pode ser acompanhada em pelo menos quatro niveis 
diferentes. 0 primeiro deles diz respeito as analises in silico, ainda durante a etapa de desenho 
do gRNA, a procura de regioes no genoma semelhantes a sequencia-guia, i.e., potenciais 
off-targets (cap. 7). 0 segundo se refere a controles de especificidade em si (vistos a seguir). 
0 terceiro se refere a tecnicas que permitem avaliar, pos-experimento de edigao, eventuais 
inespecificidades de Cas9/gRNA (segao 4.1 deste capitulo). Por fim, estudos de complementagao 
com um alelo funcional restaurando o fenotipo selvagem podem confirmar o papel do gene 
de Interesse (GDI) (Sander e Joung, 2014). 

Ainclusao de controles de especificidade e dependente dos detalhes de cada desenho 
experimental. Consideremos um caso simples, em que se objetiva nocautear determinado 
GDI e observar a alteragao fenotipica resultante. Neste caso, o nocauteamento acidental 
e simultaneo de um eventual off-target pode interferir no fenotipo, comprometendo a 
interpretagao do experimento. 


Tabela 1. Controles experimentais mais comuns em estudos de edigao genetica utilizando CRISPR. 


Controles 

experimentais 

knockout 

Edigao genetica 

. . . substituicao 

knock-in * 

alelica 

delegao genica 

Controles 

negativos 

Administragao 
incompleta do 
sistema (sem Cas9 
ou sem gRNA) 

Administragao 
incompleta 
do sistema 
(tipicamente sem o 
DNA doador) 

Administragao 
incompleta 
do sistema 
(tipicamente sem o 
DNA doador) 

Administragao 
incompleta do 
sistema (sem 

Cas9 ou sem 
gRNA) 

Cas9 e gRNA 
contra sequencia 
inexistente no 
genoma (e.g., 
universal negative 
control ) 

- 

- 

- 

Controle 

positivo 

Cas9 e gRNA 
ja validado 
experimentalmente 
(e.g., EMX1 
Positive Control ) 

Nao e comum 

Nao e comum 

Nao e comum 

Controles de 
especificidade 

Dois ou mais 
gRNAs contra 
sitios diferentes do 
mesmo gene-alvo 

Nao e comum 

Nao e comum 

Nao e comum 


Nota. Os controles devem ser adaptados de acordo com a estrategia de administragao utilizada, i.e., mesmo tipo de 
molecula (vetor, mRNA ou proteina) e mesmo tipo de Cas9 (Cas9, Cas9n, dCas9, etc.). 
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“Controles de especificidade” dizem respeito a um conjunto de dois ou mais outros 
gRNAs direcionados contra diferentes regioes do mesmo GDI. Considere que o gRNA-1, por 
exemplo, promova duas alteragoes fenotipicas: redugao da taxa de proliferagao celular e 
redugao do tamanho celular. 0 gRNA-2: sensibilidade a altas temperaturas e redugao da 
taxa de proliferagao celular. 0 gRNA-3: redugao da taxa de proliferagao celular e alteragoes 
na morfologia do envelope nuclear. Conclui-se, desta forma, que o nocauteamento do GDI 
resulta na redugao da taxa de proliferagao celular, pois esta e a alteragao fenotipica comum 
a todos os tres gRNAs. As outras alteragoes sao devidas ao nocauteamento de diferentes 
off-targets (cada gRNA apresenta off-targets distintos). Uma slntese dos controles experimentais 
e suas aplicagoes na edigao genica podem ser vistos na Tabela 1. 


3. Confirmagao da edigao 

Um experimento bem-sucedido de CRISPR ira promover uma alteragao no DNA. 
Dependendo da natureza desta edigao genetica, ela podera resultar em alteragoes qualitativas 
e/ou quantitativas no RNA e/ou proteina em maior ou menor extensao. E crucial compreender 
que diferentes abordagens (KO/KI/SA/DG) ou ate mesmo o local de mutagao dentro do gene 
(vide cap. 7, figura 2) podem promover efeitos distintos nas tres ‘camadas’ (DNA, RNA e 
proteinas). Apresentaremos a seguir algumas tecnicas que permitem a confirmagao da 
edigao genetica considerando estes tres niveis. Uma sintese destas tecnicas pode ser vista 
na Tabela 2. 


Tabela 2. Tecnicas para confirmagao molecular da edigao. 


Molecula 

analisada 

Nivel de 
analise 

Tecnica 

knockout 

Edigao genetica 

, , . substituicao 

knock-in , v 

alelica 

delegao 

genica 


Global 

Sequenciamento 
em larga escala 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 



PCR + EMC 

Sim 

NA 

Sim 

Nao e 

comum 



PCR + EDSR 

Sim 

NA 

Nao e comum 

Nao e 

comum 

DNA 


IDAA 

Sim 

NA 

Nao e comum 

Nao e 

comum 


Triagem 


Apenas se 
a edigao 
resultar em 

Amplificagao 
do transgene 

Amplificagao 

Confirmagao 



PCR 

alteragoes 

dramaticas 

usando sondas 
alelo-especificas 

da ausencia 
do gene 




no tamanho 







do gene 





NA: nao se aplica. 

EDSR: Ensaio de disrupgao de sitio de estrigao. 
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Tabela 2. Continuagao. 


Molecula 

analisada 

Nivel de 
analise 

Tecnica 

knockout 

Edigao genetica 

. , . substituicao 

knock-in Y 

alelica 

delegao 

genica 




Possivel 


Possivel 




western blot 

se houver 
alteragao no 

Detecgao 
da proteina 
heterologa 

se houver 
alteragao no 

Confirmagao 
da ausencia 
da proteina 



tamanho ou 

abundancia 

tamanho ou 

abundancia da 




da proteina 


proteina 





Possivel 


Possivel 


Proteina 

Especifico 

ELISA 

se houver 
alteragao na 

Detecgao 
da proteina 

se houver 
alteragao na 

Confirmagao 
da ausencia 




abundancia 

heterologa 

abundancia da 

da proteina 




da proteina 


proteina 




Ensaio 

bioquimico 

Possivel 

se houver 
perda da 
atividade 
bioquimica 

Detecgao 
da proteina 
heterologa 

Possivel se 
houver perda 
da atividade 
bioquimica 

Confirmagao 
da ausencia 
da proteina 


NA: nao se aplica. 

EDSR: Ensaio de disrupgao de sitio de estrigao. 


3.1 Analises de DNA 

A fim de determinar se as mudangas no sitio-alvo ocorreram, o sequenciamento em 
larga escala e comumente aplicado, ja que muitas vezes o evento de edigao e raro ou diluido 
na populagao de celulas ou tecidos do organismo. Entretanto, o sequenciamento em larga 
escala pode nao ser uma opgao economicamente viavel. 

Nesse sentido, tecnicas baratas e eficientes de triagem podem ser uteis para analisar 
o DNA. As amostras selecionadas apos esta etapa de triagem podem entao ser sequenciadas 
e gerar uma analise mais precisa e detalhada. A seguir sao apresentadas algumas tecnicas 
para triagem pre-sequenciamento de amostras promissoras. 


EMC 

0 ensaio enzimatico de clivagem de bases nao pareadas (Enzymatic Mismatch Cleavage 
- EMC) tern sido utilizado para triagem de mutagoes, independentes de sua natureza (delegoes, 
insergoes ou substitutes) (figura 1). Estes ensaios sao mencionados nos artigos cientificos 
de diversas formas, mas o conceito e o mesmo. Inicialmente amplifica-se por PCR a regiao 
correspondente ao sitio-alvo, tanto em amostras experimentais (potencialmente editadas) 
quanto em amostras do controle negativo (nao editadas). Ao se misturar ambos os amplicons, 
caso a edigao tenha ocorrido, serao formados heteroduplexes (i.e., uma cadeia mutada pareando- 
se com uma cadeia nao mutada, resultando em mal pareamentos). As delegoes/insergoes vao 
causar pequenas protuberancias devido as bases nao pareadas no heteroduplex, que sao 
entao digeridos com enzimas que reconhecem essas inconsistencias e cortam a sequencia. Em 
seguida, o DNA sera separado por eletroforese em gel, resultando em multiplas bandas se a 
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Figura 1. Princi'pio do EMC (ensaio enzimatico de clivagem de bases nao pareadas). Nesta estrategia, o DNA de 
celulas submetidas a CRISPR (portanto, possivelmente editado) e misturado com DNA de amostras nao submetidas a 
CRISPR (nao editadas). Apos o aquecimento e resfriamento lento, as cadeias de DNA irao hibridizar aleatoriamente, 
gerando eventuais duplexes com bases nao pareadas (indicados com as pequenas algas). Estes mismatches serao clivados 
enzimaticamente (por CEL, ENDO ou T7E1), gerando produtos visiveis em gel. Triangulo invertido: clivagem mediada 
por Cas9. Imagem: Pereira, TC (2016). 


dupla fita de DNA apresentava protuberancias. As nucleases CEL, ENDO e T7E1 ( e.g ., Surveyor 
Mutation Detection Kit ) sao exemplos de enzimas que tem sido utilizadas para esses tipos 
de ensaios, que sao de baixo custo. Mas tem havido um debate sobre a sensibilidade com 
que esta metodologia detecta as edigoes (Vouillot et al., 2015). 


Ensaio de disrupgao de sitio de restrigao 

Outro metodo amplamente utilizado se baseia em direcionar Cas9 a um sitio de uma 
enzima de restrigao (ER) localizado no DNA-alvo (figura 2) (Hruscha e Schmid, 2015). Caso a 
edigao tenha sido bem-sucedida, a mutagao ira perturbar o sitio de reconhecimento da ER 
e o respectivo amplicon (gerado via PCR) sera resistente a digestao por esta ER (analisado 
em gel de agarose). Este metodo e sem duvida mais sensivel do que o EMC, mas requer que 
CRISPR seja concebida para atingir um sitio ER dentro do gene-alvo. Este parametro adicional 
no desenho da sequencia-guia pode eventualmente ser um complicador. 
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GAATTC 



CRISPR - mutagao do sitio Sem edigao 

y 

GTTC GAATTC 



1 


Incubagao com ER e eletroforese 


1 



Figura 2. Principio do ensaio de disrupgao de sitio de restrigao. Nesta estrategia, o gRNA e desenhado para editar 
um sitio de reconhecimento de uma endonuclease de restrigao, localizado dentro do gene-alvo. Apos o experimento, 
o gene-alvo e amplificado por PCR e submetido a digestao com a respectiva enzima de restrigao. Caso a edigao tenha 
sido bem-sucedida, o sitio de reconhecimento tera sido alterado, nao gerando produtos de digestao visiveis em gel. ER: 
enzima de restrigao. Triangulo invertido: clivagem mediada por Cas9. Imagem: Pereira, TC (2016). 


IDAA 

A detecgao de indels por analise de amplicon (Indel Detection by Amplicon Analysis 
- IDAA) e um metodo ligeiramente mais sofisticado. Neste, a regiao do DNA-alvo editado e 
amplificada por PCR, sendo que o primer direto content uma extensao que complementa 
um primer universal marcado com fluoresceina. Isto permite a marcagao de amplicons com 
fluoresceina e a separagao por tamanho em eletroforese capilar. Esse metodo permite nao 
apenas a detecgao de indels como tambem permite a caracterizagao do tamanho destas, 
sejam delegoes ou insergoes. Contudo, isso exige um equipamento mais caro do que os 
metodos mencionados anteriormente (Yang et al., 2015). 


3.2 Analises de RNA 

Amaioria dos estudos de edigao genetica envolvem pequenas modificagoes nucleotidicas 
que nao alteram drasticamente as caracteristicas do mRNA (tamanho ou abundancia). Dessa 
forma, as analises convencionais de RT-(q)PCR sao dispensaveis na maioria desses estudos. 

Contudo, elas podem ter valia em pesquisas envolvendo: (i) manipulagao de sequencias 
regulatorias, (ii) CRISPRa ou CRISPRi, (iii) clivagem de RNA, (iv) modificagao em sitios de 
splicing, (v) grandes alteragoes estruturais no gene (delegao ou insergao de centenas de 
pares de bases) que podem ser notadas no mRNA. 
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3.3 Analises de Proteina 


Uma vez que muitas aplicagoes de CRISPR resultam em alteragoes na sequencia 
primdria e/ou tamanho da cadeia polipeptidica e/ou abundancia da proteina-alvo, tecnicas 
sensiveis a essas modificagoes sao muito uteis ( western blot, ensaio enzimatico, ELISA, etc.). 

Contudo, note o leitor que diferentes edigoes geneticas resultam em diferentes alteragoes 
proteicas e, portanto, o pesquisador deve ponderar sobre qual tecnica melhor se adequa 
para detectar a alteragao especifica promovida na proteina. Por exemplo, ELISA utilizando 
anticorpos monoclonais capazes de detectar epitopos na porgao N-terminal da proteina-alvo 
podem nao ser uteis se o sltio de edigao foi na C-terminal e nao promoveu a desestabilizagao 
da proteina. Devido ao irnenso numero de possibilidades de edigao versus variaveis na 
analise de protelnas, torna-se inviavel discorrer sobre todas elas. Apesar do western blot ser 
a escolha mais comum e util (por detectar alteragoes de tamanho e abundancia), um estudo 
detalhado da natureza planejada para a edigao genetica (exon-alvo versus a localizagao do 
epitopo; KO versus KI; anticorpos monoclonais versus policlonais) permitira ao pesquisador 
escolher a melhor opgao entre as diversas outras tecnicas disponiveis. 


4. Cuidados especiais 

4.1 Tecnicas para identificagao de off-targets 

Uma das principals preocupagoes em estudos de edigao genetica sao os off-targets. 
Como determinar se outros sitios foram alvejados? Esta questao e de extrema relevancia, pois 
o nocauteamento de outros genes pode comprometer seriamente as conclusoes do estudo. 

Uma forma de resolver isso e amplificar e sequenciar (apos o experimento de CRISPR) 
os potenciais off targets previamente identificados nas analises in silico. Contudo, esta analise 
e enviesada, levando-nos a avaliar apenas uma pequena parte do genoma, deixando de 
considerar eventuais off-targets nao preditos pelos algoritmos disponiveis atualmente. Para 
realizar analises nao enviesadas ( unbiased ) foram desenvolvidas tecnicas para aferir a edigao 
de eventuais sitios secundarios. Entre elas destacamos: WGS/WES, Digenome-Seq, ChIP-Seq, 
Guide-Seq, BLESS e HTGTS. 

Uma estrategia direta e que usa “forga bruta” e o sequenciamento completo do genoma 
(whole genome sequencing, WGS) ou do exoma (whole exome sequencing, WES) com posterior 
procura in silico por sitios apresentando indels (Feng et al., 2014; Cho et al., 2014). Nesses 
dois casos, a edigao ocorre in vivo e o sequenciamento e realizado a partir das amostras 
experimentais. 

Alternativamente, pode-se extrair o material genetico do seu tecido, submete-lo a 
clivagem por Cas9/gRNA in vitro e posteriormente sequenciar. De acordo com os autores, 
por meio dessa estrategia denominada Digenome-Seq (sequencing in vitro nuclease-digested 
genome ) e possivel identificar off-targets que ocorram em frequences tao baixas quanto 0,1% 
(Kim et al., 2015). Apesar de o desenvolvimento tecnico atual possibilitar tais abordagens, 
estrategias baseadas exclusivamente em sequenciamento de larga escala nao sao focadas 
nos eventos pontuais de edigao nem mesmo viaveis para todos os laboratories. 

Por sua vez, Kuscu e colaboradores (2014) desenvolveram uma abordagem mais 
sofisticada baseada em ChIP-Seq (chromatin immunoprecipitation and high-throughput 
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Figura 3. Identificagao molecular de off-targets: o princi'pio de ChIP-Seq. Nesta estrategia, o genoma e incubado 
com dCas9/gRNA e posteriormente submetido a fragmentagao. As regioes do genoma interagindo com esse complexo 
sao imunoprecipitadas com o uso de um anticorpo anti-dCas9. Esta amostra de DNA enriquecida e entao sequenciada, 
permitindo a identificagao do alvo e dos eventuais off-targets. G1 e G3: genes 1 e 3, respectivamente. Imagem: Pereira, 
TC (2016). 


sequencing). Eles incubaram in vitro o genoma de interesse com dCas9 associada ao gRNA. 
A imunoprecipitagao destes complexos, seguida de sequenciamento, permite identificar os 
sitios de interagao da nuclease/gRNA com o DNA (figura 3). Contudo, estudos recentes tern 
apontado que nem todos os off-targets evidenciados pela interagao com dCas9 sao de fato 
clivados in vivo por Cas9 (Tsai et al., 2015; revisto em Lee et al., 2016). 

Mali e colaboradores (2013) fusionaram dCas9 a ativadores transcricionais e em seguida 
realizaram RNA-seq para comparar o perfil transcricional da amostra experimental com um 
grupo controle. Como esperado, o gene-alvo apresenta um acumulo de transcritos, ao passo 
que outros genes que se apresentam induzidos no grupo experimental sao interpretados 
como eventos espurios de interagao de dCas9-ativador/gRNA com off-targets. 

Tsai e colaboradores (2015) desenvolveram um metodo denominado GUIDE-seq 
( genome-wide, unbiased identification ofDSBs enabled by sequencing), que visa identificar 
sitios de quebra de dupla fita (DSBs). Para isso, administra-se nas celulas submetidas a 
edigao um pequeno dsDNA de 34 pb, de extremidades abruptas, com ligagoes do tipo 
phosphothiorate nas extremidades 3' e 5' de ambas as cadeias. Os pesquisadores notaram 
que essas moleculas se integrant em -33% dos sitios de quebra. Uma vez que se conhece 
a natureza desses oligonucleotideos, e possivel aplicar estrategias para o sequenciamento 
dos sitios de integragao (Tsai et al., 2015). Assim, regioes do genoma que apresentam DSBs, 
seja por atividade especifica do gRNA, seja por interagao espuria ( off-target ) ou ate mesmo 
eventos de outra natureza (radiagao), sao identificados (figura 4). 
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Figura 4. Identificagao molecular de off-targets: o principio de Guide-Seq/IDLV. Nessa estrategia, administra-se 
conjuntamente a Cas9/gRNA uma pequena molecula especial de DNA (ilustrado em preto), que apresenta elevada 
tendencia a se integrar em sitios de DSBs. Uma vez que a sequencia nucleotidica desse DNA especial e conhecida, torna-se 
possivel identificar todos os sitios em que ele se integrou, revelando assim eventuais off-targets. Triangulo invertido: 
clivagem mediada por Cas9. Imagem: Pereira, TC (2016). 


Uma estrategia conceitualmente semelhante a anterior foi elaborada por Wang e 
colaboradores (2015). Entretanto, a molecula utilizada para a integragao no sitio de DSB e 
o vetor lentiviral defectivo para integrase (IDLV) (figura 4). De acordo com os autores, esta 
molecula e preferencialmente integrada em sitios de DSBs via NHEJ, sendo detectada mesmo 
em sitios off-targets cujas frequences sejam tao baixas quanto 1%. Novamente, os sitios de 
integragao podem ser mapeados, uma vez que a sequencia nucleotidica do IDLV e conhecida. 

Crosseto e colaboradores (2013) desenvolveram uma tecnica denominada BLESS 
(i direct in situ breaks labelling, enrichment on streptavidin and next-generation sequencing), 
que permite, literalmente, a captura das extremidades de DSBs e posterior sequenciamento. 
Em sintese, pequenos adaptadores de DNA, fusionados a biotina, sao ligados as extremidades 
livres das DSBs. Em seguida o DNA e fragmentado, e os segmentos de interesse sao capturados 
por avidina e sequenciados, permitindo assim a identificagao dos sitios de quebra. Esta 
estrategia foi aplicada por Ran e colaboradores (2015) para estudar a especificidade de Cas9, 
identificando eventuais off-targets (figura 5). 

Por fim. Frock e colaboradores (2015) se basearam no fato de que duas ou mais DSBs 
simultaneas no genoma (uma no gene-alvo e as eventuais DSBs nos off-targets) podem resultar 
em eventos de translocagao. Uma vez que essas translocates envolvem uma sequencia 
conhecida (a do gene-alvo), e possivel identificar esses eventos por meio de uma variagao de 
uma tecnica denominada HTGTS ( high-throughput, genome-wide, translocation sequencing). 
Em sintese, a LAM-PCR HTGTS permite amplificar esses sitios de translocagao e sequencia-los. 
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Figura 5. Identificagao molecular de off-targets: o principio de BLESS. Nesta estrategia, os sitios de quebra de dupla 
fita (DSBs) sao marcados com um adaptador com biotina (circulo em preto), o DNA e fragmentado e posteriormente 
capturado por avidina. Apos a ligagao de um segundo adaptador (cinza-claro), o DNA pode ser sequenciado, revelando 
os eventuais off-targets. Imagem: Pereira, TC (2016). 
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Tabela 3. Tecnicas moleculares para identificagao de off-targets. 


i Tecnica 

Principio | 

WGS/WES 

Edigao seguida por sequenciamento em larga escala 

Digenome-Seq 

Clivagem in vitro seguida por sequenciamento em larga escala 

BLESS 

Clivagem seguida por ligagao de adaptadores, enriquecimento e sequenciamento 

ChIP-Seq 

Interagao de dCas9/gRNA in vitro, fragmentagao, imunoprecipitagao e 
sequenciamento em larga escala 

Guide-Seq 

Clivagem seguida pela integragao de dsDNA, amplificagao dos sltios de 
integragao e sequenciamento 

HTGTS 

Amplificagao de eventos de translocagao e sequenciamento 

dCas9-ativadores 

transcricionais 

Interagao de dCas9/gRNA-ativador in vivo, 
alteragao da expressao genica, RNA-Seq 


Lembrando que a translocagao resulta em fusoes gene-alvo loff-target, o sequenciamento desses 
eventos permite a identificagao os sltios espurios de clivagem. Uma sintese dos principios 
de cada tecnica pode ser vista na Tabela 3. 

4.2 Efeito mosaico 

Outra questao frequentemente abordada na edigao genomica de precisao em organismos 
multicelulares, como mamiferos, e o mosaicismo. Mosaicos sao organismos que apresentam 
duas ou mais linhagens celulares somaticas geneticamente distintas, mas todas elas derivadas 
de um mesmo embriao (figura 6); as quimeras, por sua vez, sao derivadas de dois embrioes. 

Durante o desenvolvimento cada celula sofre mitoses, derivando em duas celulas-filhas 
geneticamente identicas. Se ocorrer uma mutagao em uma celula, as divisoes subsequentes 
irao transportar a mutagao da sua progenitora. As celulas mutantes podem, por conseguinte, 
proliferar em paralelo com as celulas de tipo selvagem, resultando em um organismo com 
uma mistura de celulas com e sem a mutagao, ou seja, um organismo mosaico. 

De forma geral, quanto mais cedo uma mutagao ocorrer durante o desenvolvimento 
embrionario, maior sera o numero de celulas e tecidos mutados no organismo adulto. De 
maneira oposta, quanto mais tardiamente uma mutagao surgir, menor sera o numero de 
celulas/tecidos afetados no adulto. O padrao de distribuigao dos tecidos com diferentes 
composigoes geneticas em um mosaico pode, portanto, variar muito dependendo da epoca 
de ocorrencia (figura 6). 

Devido ao efeito mosaico, as diversas tecnicas que objetivam a criagao de animais 
geneticamente modificados (transgenicos, nocautes, etc.) geralmente nao conseguem obte-los na 
‘geragao zero’ (F 0 , i.e., o organismo resultante do desenvolvimento do embriao geneticamente 
manipulado). Tipicamente, esses organismos sao mosaicos, content um numero variavel de 
alelos modificados (ou copias do transgene) e nao necessariamente apresentam o fenotipo 
esperado. Torna-se, portanto, oportuna a analise de segregantes na F t e eventualmente 
cruzamentos controlados ate se obter um organismo homozigoto e nao mosaico. 
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Figura 6. A problematica do mosaicismo na F 0 . Mosaicos sao organismos que apresentam duas ou mais linhagens 
somaticas geneticamente distintas, todas elas derivadas de um mesmo zigoto. A figura ilustra celulas (clrculos) gerando 
celulas-filhas por mitose. Quando uma mutagao surge em determinada celula (circulo preenchido), toda a linhagem 
celular dela derivada perpetua essa modificagao, gerando tecidos alterados. Essas celulas/tecidos com a mutagao podem 
ocupar diferentes nichos no organismo adulto (manchas cinza no camundongo). Os numeros a esquerda simbolizam 
as geragoes celulares. Imagem: Pereira, TC (2016). 


Naturalmente, a questao do mosaicismo na F 0 tambem e observada em experimentos 
utilizando CRISPR. Contudo, ela pode ser mais ou menos problematica, dependendo da 
estrategia a ser utilizada. Como exemplo, considere a administragao em um zigoto do complexo 
Cas9/gRNA no formato de uma ribonucleoproteina (RNP) (Kim et al., 2014; Chen et al., 2016). 
Uma imensa quantidade de situagoes diferentes pode ocorrer, gerando animais de naturezas 
distintas (Yen et al., 2014). 

Por exemplo, se ainda durante este estado de uma unica celula ocorrer a edigao de 
apenas um dos alelos, o animal resultante nao sera um mosaico, mas sim um heterozigoto. 
Se porventura a mutagao for dominante, o animal F 0 ja apresentara o fenotipo. 

Por outro lado, se os dois alelos forem editados, novamente ele nao sera um mosaico, 
mas sim um heterozigoto composto: portando dois alelos mutantes distintos. Isso ocorre porque 
e muito improvavel que a clivagem dos dois alelos resulte na mesma mutagao (lembre-se 
que NHEJ promove indels de maneira aleatoria). Heterozigotos compostos podem ou nao 
apresentar o fenotipo esperado, dependendo de como e a interagao entre estes alelos. Se 
ambos forem nulos, o animal F 0 ja apresentara o fenotipo. 

Contudo, imagine o seguinte cenario, que de fato e muito comum: apesar de a 
administragao da RNP ter sido feita no zigoto, a edigao pode ter ocorrido apenas no estagio 
de duas celulas, sendo apenas uma delas modificada, gerando dois alelos mutantes distintos. 
Este animal sera um mosaico (com celulas selvagens e celulas editadas), sendo que as celulas 
editadas sao heterozigoticas compostas. A analise molecular e fenotipica deste animal F 0 deve 
considerar todos esses elementos complicadores. E devido a essa problematica que animais F 0 
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editados por CRISPR sao ainda mais complexos do que os mosaicos tipicos, aconselhando-se 
realizar as analises na ou F 2 . 

Entretanto, em alguns casos, organismos F 0 editados por CRISPR podem sim ser 
homozigotos mutantes, nao mosaicos e consequentemente apresentarem o fenotipo esperado. 
Isto e possivel se a abordagem utilizada for a da MCR (Gantz and Bier, 2015) (vide cap. 10). 


5. Conclusoes 

Provavelmente a preocupagao central atual quanto ao uso de CRISPR se refere a 
potenciais efeitos off-target. Diversas adaptagoes tern sido sugeridas para resolver esta 
questao (revisto em Zhang et al., 2015), como o uso de versoes truncadas de gRNAs ou menor 
concentragao final de Cas9/gRNAnas celulas. Contudo, apesar destas estrategias reduzirem 
os efeitos off-target, elas tambem diminuem a clivagem on-target (dos alvos). 

Outros estudos tern sugerido o uso de: (i) Cas9 de alta fidelidade ( e.g ., SpCas9-HFl e 
eSpCas9), (ii) pares de nickases ou (iii) de dCas9 fusionadas a dominios FokI (fCas9), todas 
elas apresentando alta especificidade sem comprometer a edigao do alvo (vide cap. 6) (revisto 
em Zhang et al., 2015). 

Uma vez que a criagao de linhagens geneticamente modificadas (celulas ou organismos) 
e um dos principals objetivos do uso de CRISPR, ter certeza de que outros genes nao foram 
alterados e crucial. Como visto neste capitulo, diversas estrategias in silico e in vitro para avaliar 
esta questao, assim como nucleases de elevada precisao para uso in vivo, estao disponiveis. 
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1. Introdugao 

Neste capitulo apresentaremos detalhes tecnicos da aplicagao de CRISPR em uma 
imensa variedade de modelos, com diversas aplicagoes distintas, para que o leitor possa ter 
uma visao de possiveis estrategias para utilizar em sua especie de pesquisa. 


2. Bacterias 

2.1 Introdupao 

Desde as primeiras demonstragoes da utilizagao de CRISPR para edigao de genomas 
(Cong et al., 2013; Jiang et al., 2013; Jinek et al., 2012; Mali et al., 2013), o uso da tecnica 
se expandiu para diversos grupos de organismos e hoje inclui bacterias, fungos, plantas, 
insetos, mamiferos, entre outros (Sander and Joung, 2014). No entanto, a aplicagao da tecnica 
em bacterias e relativamente mal representada em comparagao com eucariotos, existindo 
apenas poucos estudos que empregaram a metodologia neste grupo ate entao. Dessa forma, 
a edigao de genomas de bacterias utilizando CRISPR e uma area ainda a ser muito explorada 
e com grandes potenciais aplicagoes para a biotecnologia e microbiologia. 

Em comparagao com eucariotos, a utilizagao de CRISPR em bacterias se difere devido 
aos mecanismos de reparo de DNA. Ao se introduzir uma quebra de fita dupla no genoma, 
eucariotos se utilizam de duas vias principals para reparar a lesao: HDR e NHEJ (vide cap. 2). 
No entanto, a maioria das especies de bacterias nao possui uma via NHEJ, ou possui uma via 
ineficiente, resultando em uma letalidade causada pela CRISPR apos a quebra de fita dupla 
(Gomaa et al., 2014; Jiang et al., 2013). Dessa forma, a utilizagao de CRISPR em bacterias e 
baseada majoritariamente na via HDR, com urn molde homologo sendo fornecido para reparar 
a quebra de dupla fita. Tendo em vista a ausencia da via NHEJ, um importante aspecto da 
utilizagao da tecnica em bacterias e o fato de que CRISPR atua como um mecanismo de selegao 
por genomas editados, uma vez que celulas que nao incorporarem o DNA doador (t.e., o 
molde homologo) pela via HDR sofrem morte celular devido a lesao no genoma (figura la). 

Nesta segao, serao introduzidas algumas regras para desenho de gRNAs e moldes para 
HDR, visando a edigao de genomas bacterianos. Em seguida, protocolos que utilizaram CRISPR 
para diferentes fins em bacterias serao descritos para exemplificar a ampla aplicabilidade 
da tecnica. 


2.2 Regras para desenho e construgao de gRNAs e DNA doador 
para bacterias 

Apesar de alguns estudos utilizarem outros sistemas de CRISPR em bacterias (Vercoe 
et al., 2013), as regras e protocolos aqui descritos focam nas aplicagoes com a endonuclease 
Cas9 de Streptococcus pyogenes (sistema Tipo II). Tal sistema requer a presenga da sequencia 
PAM (NGG) a 3' da sequencia-alvo. Com isso, o primeiro passo e escolher a sequencia-alvo de 
20 nucleotideos no genoma da bacteria, a qual deve conter imediatamente a 3' a sequencia 
PAM (figura lb). Diversas estrategias computacionais estao disponiveis para auxiliar na escolha 
de sequencias com maiores chances de atividades especificas (Doench et al., 2014; Heigwer 
et al., 2014). No entanto, e importante destacar que clivagens nao especificas ( off-targets ) 


152 


Introdmjao a tecnica de CRISPR 





Metodos para o uso de CRISPR 


153 















o 

(0 

TS 


fC 


"qT 

~G 


LU 



~o 



O 

0 


Eh 

< 

< 

< 

Eh 

Q_ 

Eh 

< 

O , 

Eh 

< 

c 

cd 

-P 

o 

fd 

4-> 

*ro 

rd 

4-> 

u- 

< 

EH 

n: 

Eh 

< 

D 

0 

O 


Eh 

< 


< 

EH 


EH 

< 


< 

EH 


0 

O 


EH 

< 


H 

< 


0 

O 


c 

Eh 


O 

0 


0 

O 


O 

0 


0 

O 


0 

O 


Eh 

< 


O 

o 


Eh 

< 


O 

0 


O 

o 


< 

EH 


Eh 

< 


O 

o 




03 

CO 

Q 



E 

o 

</> 

in 

O 

E 

o 

3- 

u 


-Q 


154 


Introdmjao a tecnica de CRISPR 


Figura lb. Logica da utilizagao de CRISPR em bacterias. Regras para o desenho do molde homologo e do gRNA para edigao de genomas de bacterias. DSB: quebra de fi 
dupla. Imagem: Bassalo, M; Teixeira, GS e Pereira, GAG (2016). 























sao eliminadas da populagao em bacterias, uma vez que o reparo pela via NHEJ e ineficiente 
ou inexistente. 

Uma vez escolhidas as sequencias-alvos de 20 nucleotideos (tambem conhecidas como 
spacers ), estas podem ser facilmente incluidas em oligonucleotideos para clonagem em vetores 
contendo o scaffold do gRNA sob controle de um promotor da bacteria a ser editada (diversas 
opgoes disponiveis em banco de dados como o Addgene). Com isso, a sequencia spacer desses 
vetores pode ser substituida pela sequencia spacer-alvo contida nos oligonucleotideos atraves 
de metodologias de clonagem baseadas em homologia como Gibson (Gibson et al., 2009) ou 
CPEC (Quan and Tian, 2011), as quais podem ser facilmente realizadas em multiplex para 
construgao de bibliotecas. E importante destacar que a clonagem dos gRNAs nao deve ser 
feita em um vetor contendo a Cas9 na bacteria que possui o alvo a ser editado. Isso porque a 
expressao basal da Cas9 e dos gRNAs e suficiente para clivar o genoma da bacteria, resultando 
em: i) morte celular caso o DNA doador nao esteja presente; ii) enriquecimento de celulas 
que clonaram um vetor nao funcional (sem clivagem no genoma, menor toxicidade). Dessa 
forma, a clonagem dos gRNAs deve ser feita na ausencia da Cas9 (vetores separados) ou em 
especies de bacterias que nao possuam o alvo da edigao, de forma que a combinagao da Cas9 
e gRNA so ocorra na celula-alvo no momento desejado para edigao do genoma. 

0 DNA doador para edigao deve ser construido de forma a conter a nova sequencia 
(sequencia endogena com alguma mutagao ou um transgene) flanqueada por regioes de 
homologia a regiao-alvo no genoma (figura lb). 0 tamanho da regiao de homologia varia 
de acordo com a especie de bacteria (ou seja, com a eficiencia do sistema HDR) e com o 
tamanho da nova sequencia que esta sendo introduzida. E importante destacar que o DNA 
doador deve ser construido de forma a inutilizar a sequencia PAM no genoma, tornando as 
celulas editadas imunes a toxicidade de CRISPR (i.e., de forma a impedir sucessivas clivagens 
no genoma mesmo apos a incorporagao do DNA doador). Isso pode ser obtido atraves da 
delegao da sequencia PAM ou atraves da mutagao desta nos bragos de homologia (figura lb). 
Por fim, os rnoldes homologos construidos podem ser fornecidos as celulas para edigao tanto 
em forma linear (produto de PCR ou digestao) quanto circular (plasmideos), dependendo 
da bacteria a ser editada. 


2.3 Edigao da sequencia nucleotidica 

Diversas aplicagoes biotecnologicas requerem o desenvolvimento de linhagens de 
bacterias que apresentam elevada produtividade e resistencia a condigoes industrials. Isso 
geralmente e obtido atraves de modificagoes como o redirecionamento do fluxo de nutrientes, 
a otimizagao da expressao de genes ou da atividade de proteinas especificas. Com isso, 
a capacidade de editar elementos especificos no genoma de bacterias (promotores, sitios 
de ligagao de ribossomos - RBS, regioes codificadoras, etc.) vem sendo buscada ha anos 
pela area de engenharia metabolica. A maioria dos metodos disponiveis para realizar tais 
modificagoes especificas se baseia na utilizagao de oligonucleotideos que sao incorporados 
no genoma atraves de recombinases endogenas ou exogenas. Este processo e conhecido 
como “recombineering” e possui baixa eficiencia (Sharan et al., 2009; Wang et al., 2009). 
No entanto, a combinagao do processo de recombineering junto com a selegao feita por CRISPR 
abre portas nao somente para aumentar a eficiencia substancialmente, mas tambem para 
viabilizar o processo em bacterias de dificil manipulagao genetica. 

Como exemplo, bacterias laticas tern grande importancia na industria quimica e 
farmaceutica, sendo a edigao de seus genomas, portanto, essencial. Como prova de conceito de 
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que CRISPR pode ser aplicado em especies que nao sao modelos, a bacteria latica Lactobacillus 
reuteri foi editada atraves da combinagao de CRISPR com recombineering (Oh and van Pijkeren, 
2014). Para tal, os autores se basearam em um sistema de CRISPR em que o crRNA e o 
tracrRNA sao transcritos separadamente, em vez de fusionados como um gRNA. Os autores 
transformaram L. reuteri com dois plasmideos: um contendo a Cas9 e o tracrRNA, e outro 
contendo recT, uma recombinase que viabiliza o processo de recombineering. Edigoes no 
genoma podem entao ser executadas atraves da cotransformagao com um oligonucleotideo 
para reparo junto com um terceiro plasmideo contendo o crRNA que tern como alvo o genoma. 

Para confirmar a introdugao das mutagoes no genoma, foi utilizada uma metodologia 
conhecida como MAMA-PCR ( mismatch amplification mutation assay-PCR). Para isso, um 
conjunto de primers sao desenhados de forma que alguns deles permitem amplificar o 
fragmento do genoma caso a mutagao nao esteja presente. Outros primers se anelam na 
mutagao inserida, de forma que a amplificagao so ocorre caso a mutagao seja corretamente 
inserida no genoma (Cha et al., 1992). Utihzando MAMA-PCR, os autores detectaram eficiencias 
proximas a 100% para mutagoes pontuais inseridas utilizando CRISPR em L. reuteri. 

A estrategia usada para editar o genoma de L. reuteri pode ser aplicada utilizando 
oligonucleotideos degenerados para construgao de bibliotecas de mutantes. Para isso, 
oligonucleotideos sao sintetizados de forma a conter uma mutagao silenciosa na sequencia 
PAM e bases degeneradas (NNN) para alteragao do codon-alvo. Ao desenhar um conjunto de 
oligonucleotideos com o objetivo de introduzir bases degeneradas ao longo dos codons de 
uma proteina-alvo, e possivel construir uma biblioteca de saturagao de codons ( site-saturation 
mutagenesis) diretamente no genoma da bacteria. Tal capacidade e uma importante ferramenta 
para engenharia de proteinas, uma vez que bibliotecas de mutantes para proteinas endogenas 
podem ser facilmente geradas e testadas visando a otimizagao de sua atividade. Os autores 
utilizaram essa estrategia com oligonucleotideos contendo a sequencia degenerada NNK 
visando a construgao de uma biblioteca de saturagao de codons. A sequencia NNKpermite 
a mutagao para 32 codons codificando todos os 20 aminoacidos. Ao sequenciar 91 colonias, 
os autores identificaram 5 que escaparam de CRISPR no processo e 86 que apresentaram 
mutagoes para 19 outros aminoacidos, sugerindo uma alta eficiencia para o metodo. 

A edigao de genomas bacterianos utilizando CRISPR foi tambem recentemente 
demonstrada de forma combinatoria utilizando a bacteria Escherichia coli (Ronda et al., 2016). 
O protocolo permite a realizagao de sucessivos ciclos ( rounds ) de edigao visando a construgao 
de combinagoes de mutagoes no genoma, o que e obtido em um sistema compreendido por 
dois plasmideos. O primeiro content a Cas9 e a maquinaria necessaria para realizagao do 
recombineering atraves do sistema red do fago lambda. O segundo e um vetor a ser reutilizado 
a cada ciclo de edigao. Este ultimo possui o gRNA que tern como alvo o genoma, alem de um 
array de CRISPR (crRNA separado do tracrRNA) que tern como alvo o proprio plasmideo. 

Dessa forma, as edigoes podem ser feitas atraves da cotransformagao com moldes 
homologos na forma de oligonucleotideos junto com o gRNA clonado no segundo vetor. 
Apos a edigao do genoma, um tratamento com ramnose e anidrotetraciclina induz o array 
de CRISPR e resulta na eliminagao ( cura ) do plasmideo contendo o gRNA, permitindo um 
novo ciclo de transformagao e edigao na linhagem. Utilizando esse protocolo, os autores 
demonstraram a edigao de tres sitios-alvos no genoma (genes galK, lacZ e xylA, envolvidos 
no metabolismo de agucares). Para identificar a eficiencia de edigao, os autores introduziram 
codons de terminagao nos tres genes-alvos. Com isso, colonias que incorporaram a mutagao 
podem ser facilmente identificadas atraves de um sistema de screening baseado em meio 
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MacConkey agar, no qual colonias selvagens consomem o agucar do meio e assumem uma 
coloragao avermelhada. As colonias mutantes que incorporaram o codon de terminagao sao 
incapazes de consumir o agucar correspondente suplementado no meio e assumem uma 
coloragao branca. Utilizando esse ensaio, o protocolo permitiu a edigao dos tres sitios-alvos 
( galK, lacZ e xylA) com eficiencia entre 96 e 99,7%. Devido a alta eficiencia do protocolo, 
os autores tambem conseguiram editar dois genes simultaneamente, abrindo portas para 
geragao de bibliotecas combinatorias em multiplex. 

2.4 Nocauteamento e delegoes genicas 

0 nocauteamento (KO) de genes em bacterias e outra ferramenta importante tanto para 
a biotecnologia quanto para a microbiologia. Delegoes e silenciamentos sao frequentemente 
utilizados para redirecionar o fluxo de nutrientes e maximizar a produgao em linhagens 
industrials. Alem disso, a geragao de KOs e uma classica ferramenta genetica para descobrir 
a fungao de novos genes. Dessa forma, uma das primeiras ferramentas geneticas desejadas 
para a manipulagao de especies nao modelos de bacterias e a capacidade de gerar KOs. 

Protocolos utilizando CRISPR foram desenvolvidos para geragao de KOs com alta 
eficiencia em especies que nao dispoem de amplas ferramentas para manipulagao genetica, 
como especies do genero Streptomyces (Cobb et al., 2015). Esse grupo tern ampla importancia 
devido a presenga de inumeros clusters de genes (muitos ainda com fungao desconhecida) 
envolvidos com a produgao de metabolites secundarios de potencial aplicagao farmacologica. 
0 protocolo e baseado em um unico plasmldeo, o qual content a Cas9 (com codons otimizados 
para Streptomyces, devido ao alto conteudo GC encontrado no genero), um sltio para clonagem 
do gRNA, um sitio para clonagem do molde homologo e uma origem de replicagao sensivel 
a temperatura (o que permite eliminar o plasmideo apos a edigao do genoma). Alem disso, 
o plasmideo possui uma origem de transferencia, permitindo realizar a clonagem em E. coli 
e transferir o plasmideo final por conjugagao para a especie de Streptomyces desejada. 

Com isso, apos a clonagem do gRNA e do DNA doador em E. coli, o plasmideo pode 
ser transferido para edigao de Streptomyces. Para a geragao de KOs, e utilizado um gRNA 
que tern como alvo a regiao a ser deletada, alem de um DNA doador contendo 1 kb de 
homologia a 5' e 3', desenhado de forma que a incorporagao dele por HDR resulta na 
delegao de alguns pares de base no genoma (mutagao de mudanga no quadro de leitura do 
gene-alvo). A geragao dos KOs alvos foi observada com eficiencias proximas a 100% para 
diferentes alvos em diferentes especies de Streptomyces. Os autores do protocolo tambem 
demonstraram que e possivel clonar no vetor um conjunto de dois gRNAs com os respectivos 
DNA doadores, espagados de forma a deletar regioes maiores do genoma. Utilizando essa 
dupla edigao, foi possivel deletar clusters de genes completes com tamanho de 31 kb, o que 
foi confirmado por PCR e a nivel fenotipico (ausencia do pigmento produzido pelo cluster 
de gene deletado). Dessa forma, o protocolo pode ser utilizado tanto para a geragao de KOs 
quanto para delegoes genicas. 

Outro protocolo para o genero Streptomyces desenvolvido permite a geragao de KOs 
e delegoes genicas, de forma similar a descrita acirna (Tong et al., 2015). No entanto, os 
autores desse ultimo protocolo exploraram nao somente a geragao de KOs pela via HDR, mas 
tambem pela via NHEJ. Isso e possivel devido ao fato de que bacterias do genero Streptomyces 
possuem uma via NHEJ incompleta, funcionando de forma ineficiente. Com isso, os autores 
demonstraram que, com a utilizagao de apenas um gRNA que tern como alvo o gene a ser 
editado (sem o DNA doador), a via NHEJ resulta em delegoes nucleotidicas de tamanhos 
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variados, resultando na inativagao do gene-alvo. As eficiencias observadas variaram entre 3% 
e 54%, considerando a ineficiencia da via NHEJ. Curiosamente, os autores desenvolveram um 
vetor que reconstitui a via NHEJ incompleta de Streptomyces (possivel atraves da expressao 
da ligase LigD). Dessa forma, com a utilizagao desse ultimo vetor, e possivel gerar KOs com 
maior eficiencia usando apenas um gRNA, sem DNAs doadores. 

2.5 Insergao de genes heterologos 

Por fim, a insergao de genes heterologos ( knock-ins ou KIs) e outra importante 
ferramenta na engenharia genetica. A insergao de construgoes no genoma permite nao 
somente a manipulagao de fungoes endogenas, mas tambem implementar novas fungoes 
de forma estavel e com niveis de expressao fisiologicamente relevantes. CRISPR tambem 
foi utilizado para facilitar a insergao de genes heterologos no genoma de bacterias. Como 
exemplo, a insergao de genes e ate mesmo vias bioquimicas completas podem ser obtidas 
com alta eficiencia na bacteria Escherichia coli (Bassalo et al., 2016). 

Para tal, a bacteria e inicialmente transformada com dois vetores: um contendo a Cas9 
(induzida por arabinose) e outro que expressa o sistema red do fago lambda para aumentar 
a eficiencia de HDR em E. coli, vetor pSIM5 induzido por temperatura (Datta et al., 2006). 
Com isso, a bacteria contendo os dois vetores e crescida ate a fase logaritmica, seguida de 
uma indugao com arabinose e alta temperatura. Apos, a insergao de genes heterologos e 
possivel em uma unica etapa atraves da cotransformagao com um terceiro vetor contendo o 
gRNA junto com o DNA doador para reparo. Este molde homologo pode ser fornecido tanto 
de forma linear (produto de PCR) ou clonado em um vetor, embora a forma linear seja mais 
favoravel, pois ele e naturalmente eliminado apos a edigao do genoma. 

Utilizando esse protocolo, a insergao da proteina fluorescente GFP foi possivel com 
eficiencias proximas a 100% em diferentes locais do genoma, o que foi observado por 
microscopia de fluorescencia e citometria de fluxo. Os autores demonstraram que a eficiencia 
de insergao se mantem alta utilizando DNAs doadores com bragos de homologia desde 50 bp 
ate 600 bp. Devido ao pequeno tamanho, estas sequencias homologas podem ser introduzidas 
diretamente no gene heterologo-alvo por PCR, facilitando a construgao do DNA doador a 
ser inserido no genoma. Adicionalmente, os autores demonstraram que vias bioquimicas 
completas tambem podem ser inseridas utilizando esse protocolo. Como exemplo, uma via 
de 10 kb contendo os genes necessarios para a produgao do biocombustivel isobutanol foi 
inserida em um unico dia com 50% de eficiencia usando bragos de homologia de 100 bp. 
Dessa forma, o protocolo abre portas para construir e testar novas vias bioquimicas com 
facilidade diretamente no genoma da bacteria, gerando linhagens estaveis susceptiveis a 
processos industrials ou a subsequentes manipulagoes geneticas. 

Portanto, a aplicagao de CRISPR em bacterias facilitou significativamente a manipulagao 
genetica tanto de especies-modelos como nao modelos. Diversos protocolos estao disponiveis 
para a edigao especifica da sequencia nucleotidica, geragao de delegoes e a insergao de 
construgoes heterologas. A alta eficiencia observada para as diversas formas de edigao em 
diferentes especies de bacterias fortalece a ampla aplicabilidade e facilidade da tecnica. 
Com a explosao da utilizagao de CRISPR em diferentes organismos nos ultimos anos, a 
exploragao da tecnica em bacterias deve trazer avangos significativos para a microbiologia 
e biotecnologia nos proximos anos. 
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3. Leveduras 


3.1 Introdugao 

Por muitas decadas, leveduras tern sido os micro-organismos mais utilizados como 
modelo experimental para o estudo de aspectos fundamentals da biologia de eucariotos, 
especialmente as especies Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe (Revisado 
por Botstein & Fink, 2011 e Duina et al., 2014). Com o advento da biotecnologia moderna, 
entretanto, S. cerevisiae e outras especies como Picchia pastoris (Komagataella pastoris ) 
e Kluyveromyces spp. se tornaram plataformas para o desenvolvimento de “biofabricas” 
aplicadas a produgao industrial de farmacos, bioquimicos, entre outros. 

Neste contexto, abordagens de edigao do DNAbaseadas em CRISPRpermitem o estudo 
rapido da fungao de genes, insergao ou substituigao de mutagoes pontuais, integragao estavel 
de um unico gene ou de vias metabolicas completas, alem da analise de sinergia entre alelos 
e sua contribuigao para um determinado fenotipo. Em especies de leveduras consideradas 
“nao modelos”, CRISPR destaca-se como uma alternativa a escassez de ferramentas de 
manipulagao genetica adequadas ou a baixa eficiencia de recombinagao homologa sltio-dirigida. 
A funcionalidade da tecnica CRISPR ja foi demonstrada em S. pombe (Jacobs et al., 2014), 
K. lactis (Horwitz et al., 2015) e principalmente em S. cerevisiae, sendo esta a especie preferida 
para muitas aplicagoes biotecnologicas, incluindo biocombustiveis, produtos quimicos 
farmaceuticos, etc. 

Desde a primeira demonstragao da funcionalidade do sistema CRISPR em S. cerevisiae 
(Dicarlo et al., 2013) foram propostas diferentes estrategias com variado impacto sobre a 
eficiencia de edigao. Para a expressao da Cas9, prevalece o uso de promotores fortes ou 
medianos em plasmideos centromericos (CEN/ARS) - origem de replicagao para poucas 
copias por celula. O uso de plasmideos com origem de replicagao 2p - multiplas copias - 
combinado a promotores fortes como o TEF1 tern sido associado a toxicidade (Ryan et al., 
2014), embora este resultado nao tenha sido observado por Bao et al. (2015). Assim como 
Dicarlo et al. (2013), a maioria das abordagens utilizam a Cas9 derivada de Streptococcus 
pyogenes com codons previamente otimizados para humanos (Bao et al., 2015; Dicarlo et 
al., 2013; Jakociunas et al., 2015a; Ronda et al., 2015; Stovicek et al., 2015; Zhang et al., 2014). 
Entretanto, foi demonstrada tambem a funcionalidade das versoes original ou otimizada 
para S. cerevisiae (Horwitz et al., 2015; Mans et al., 2015; Ryan et al., 2014). 

Em relagao ao crRNA e ao componente estrutural tracrRNA, a maioria das abordagens 
mantem a estrategia de transcrigao de um RNA quimerico ou gRNA (crRNA + tracrRNA) 
dirigida por elementos regulatorios para a RNA polimerase III. Para isto, utiliza-se o promotor 
SNR52 (snoRNA) e a regiao 3' do gene SUP4 (tRNA) como terminador (Dicarlo et al., 2013; 
Horwitz et al., 2015; Jakociunas et al., 2015a; Jakociunas et al., 2015b; Ronda et al., 2015; 
Stovicek et al., 2015). Esta combinagao produz transcritos com menos de seis residuos de 
uracila na extremidade 3' do RNA, consideragao importante, uma vez que originalmente 
o componente estrutural do gRNA content quatro residuos (Acker et al., 2013; Mali et al., 
2013). Pelo menos duas outras estrategias foram demonstradas e devem ser consideradas 
caso se pretenda substituir o promotor SNR52 (Ryan et al., 2014) ou transcrever multiplos 
gRNAs dispostos de modo semelhante ao loco CRISPR em procariotos (Bao et al., 2015). 

A decisao pela melhor estrategia para a aplicagao da tecnica de CRISPR em S. cerevisiae 
deve levar em consideragao o numero de edigoes necessarias, o background genetico e a 
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ploidia da linhagem. Neste contexto, sao apresentados exemplos de abordagens utilizadas 
com alta eficiencia na construgao de knockouts, insergao/substituigao de mutagoes pontuais, 
insergao de genes heterologos e de vias metabolicas. 

3.2 Nocautemaento de genes 

Em S. cerevisiae, a construgao de linhagens knockout (KO) ou knock-in (KI) baseia-se 
em sua habilidade de realizar recombinagao homologa. Linhagens sao tipicamente 
transformadas com um DNA doador contendo a sequencia de interesse flanqueada por 
sequencias homologas a regiao na qual se pretende promover a edigao (Storici et al., 2003). 
Dicarlo et al. (2013) foram os primeiros a utilizar CRISPR para produzir KOs por meio 
da recombinagao homologa. Como prova de conceito realizaram a edigao do loco CAN1, 
gene que codifica uma permease de membrana cuja perda de fungao confere resistencia a 
canavanina, um analogo toxico da arginina (Whelan et al., 1979). 

Em resumo, celulas expressando constitutivamente a Cas9 foram simultaneamente 
co-transformadas com plasmideo contendo o gRNA para edigao do loco CAN1 e duas versoes 
de DNA doador sendo: (i) oligonucleotideo de dupla fita com 90 pb de extensao (dsOligo) 
contendo um codon de terminagao (TGA) prematuro; (ii) cassete de expressao KanMX - que 
confere resistencia ao antibiotico geneticina (G418) -, contendo 1,4 mil pb de extensao e 50 pb 
de homologia ao loco CAN1. Ambos flanqueiam a sequencia PAM e geram KOs tolerantes 
a canavanina. 

E importante ressaltar que neste exemplo a Cas9 e o gRNA foram transcritos in vivo 
a partir de plasmideos distintos (P01-02, Tabela 1), de modo que transformantes foram 
obtidos pela dupla selegao em meio sintetico sem triptofano (selegao para a Cas9) e sem 
uracila (selegao para o gRNA) (Mumberg et al., 1995). Para quantificar a eficiencia das 
edigoes, colonias contendo ambos os plasmideos foram transferidas para meio de cultivo 
contendo canavanina ou G148. Para ambos os DNAs doadores, aproximadamente 100% 
das celulas selecionadas apresentaram resistencia a canavanina. A mesma eficiencia foi 
observada quando celulas cotransformadas com o cassete KanMX foram selecionadas em 
meio contendo G148, confirmando a insergao do cassete (Dicarlo et al., 2013). 

Embora seja altamente eficiente, esta abordagem se limita as linhagens que possuem 
marcas auxotroficas. No entanto, este sistema pode ser facilmente adaptado para conter em um 
unico vetor ambos os componentes do sistema CRISPR e um marcador de selegao dominante. 


Tabela 1 . Vetores e elementos regulatorios utilizando em diferentes aplicagoes de CRISPR. 


ID 

Elementos regulatorios 

Replicagao 
e selegao 

Referenda 

P01 

pTEFl-Cas9-tCYCl 

CEN/ARS, TRP1 

Dicarlo et al. 2013 

P02 

pSNR52-gRNA-tSUP4 

2p, URA3 

Dicarlo et al. 2013 

P03 

pTEFl-Cas9-tCYCl-pSNR52-gRNA-tSUP4 

2p, KanMX 

DNA2.0 

P04 

pSNR52-gRNA-tSUP4 

2p, LEU2 

Jakociunas et al. 2015a 

P05 

pRNR2-Cas9-tCYCl-ptRNA Pr0 -HDV-gRNA-tSNR52 

2p, KanMX 

Ryan et al. 2014 

P06 

pTEFl-iCas9-tADH2-pSNR52-DR-gRNA-DR-tSUP4- 

pRPRl-tracrRNA-tRPRl 

2 p, URA3 

Shi et al. 2016 
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como o cassete KanMX (P03, Tabela 1). Em testes preliminares, celulas cotransformadas 
com 200 ng deste plasmldeo (2p) e do dsOligo como doador foram selecionadas em meio 
de cultivo padrao contendo 200 pg/mL de G418. Pelo menos 50% de eficiencia de edigao foi 
observada entre os transformantes selecionados, tanto para celulas haploides quanto para 
diploides, ambas derivadas da linhagem industrial JAY270 (comunicagao pessoal). 

Com o objetivo de acelerar estudos de genomica funcional, diversos autores elaboraram 
estrategias baseadas em CRISPR para edigao simultanea de multiplos locos (Bao et al., 2015; 
Horwitz et al., 2015; Jakociunas et al., 2015a; Ryan et al., 2014; Zhang et al., 2014). Entre elas, 
Jakociunas et al. (2015a) descreveram uma abordagem altamente especlfica e eficiente para 
edigao de ate cinco locos em um unico evento de transformagao. Neste estudo, os autores 
utilizaram CRISPR para obter mutantes KO para quatro locos ( BTS1 , ROX1, YPL062W e 
YJL064W) e knockdown para o gene essencial ERG9, todos previamente descritos como 
relacionados a produgao de mevalonato, um intermediario-chave para a produgao industrial 
de isoprenoides (Asadollahi et al., 2010; Ozaydin et al., 2013). 

Em linhas gerais, os autores utilizaram uma abordagem semelhantes a demonstrada 
por Dicarlo et al. (2013): (i) expressao da Cas9 controlada pelo promotor TEF1 (P01, Tabela 1); 
dsOligo com 90 pb de extensao como DNA doador, sendo a regiao PAM substituida por um 
codon de terminagao (exceto para ERG9 ); (iii) pSRN52 e tSUP4 como elementos regulatorios 
para expressao dos gRNAs (P04, Tabela 1) e; (iv) dupla selegao de transformantes para 
recuperar celulas contendo ambos os plasmldeos que carregam a Cas9 e os gRNAs. 

A principal modificagao inclui a construgao de plasmldeos contendo multiplos gRNAs 
utilizando o metodo USER cloning descrito por Jensen et al. (2014). Em resumo, cassetes 
de expressao de cada gRNA foram amplificados utilizando oligonucleotideos universais 
compativeis ao metodo de clonagem. Em seguida, todas as combinagoes possiveis de dois, 
tres, quatro e cinco gRNAs foram inseridas no vetor digerido com as enzimas AsiSI e Nb.Bsml 
(Jakociunas et al., 2015a). 

Celulas expressando constitutivamente a Cas9 foram simultaneamente cotransformadas 
com cada uma das 31 versoes de plasmldeo e DNAs doadores apropriados. Transformantes 
foram selecionados em meio sintetico sem triptofano (selegao para a Cas9) e sem leucina 
(selegao para o gRNA) e a eficiencia de edigao observada foi de 50% a 100% para todas as 
combinagoes. Em seguida, os autores avaliaram a produgao de mevalonato dos 31 mutantes 
em comparagao com a linhagem parental selvagem CEN.PK113-7D. Como resultado, 20 das 
31 linhagens apresentaram aumento significativo na produgao de mevalonato, sendo que 
uma delas produziu 41,5 vezes mais que o controle. 

3.3 Integragao de transgenes 

Assim como para a construgao de linhagens KO, CRISPR tambem se aplica a integragao 
de genes heterologos. Inicialmente, Dicarlo et al. (2013) demonstraram essa funcionalidade 
por meio da integragao do cassete KanMX no loco CAN1 com eficiencia proximo a 100%. 
A partir desta premissa, Ryan et al. (2014) testaram a eficiencia da integragao do gene de 
resistencia a nourseotricina (Nat R ) precedida pela da montagem in vivo de tres fragmentos 
sobrepostos por homologias de 50 pb - promotor, sequencia codificadora e terminador. 
Como resultado, obtiverem 85% de montagem e integragao no loco URA3 para a linhagem 
S288C diploide e 70% para o poliploide ATCC4124. 
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Alem disso, Ryan et al. (2014) associaram a integragao mediada por CRISPR a evolugao 
dirigida de proteinas baseada em error-prone PCR para selecionar polipeptldeos com melhor 
atividade de transporte de celodextrinas. Para isso, escolheram a via derivada do fungo 
celulolitico Neurospora crassa, composta por uma [5-glicosidase intracelular (ghl-1 ) e um 
transportador (cdt-1). Em combinagao, estes dois genes resultam em linhagens capazes de 
consumir o dissacarldeo celobiose (Galazka et al., 2010). 

Celulas contendo o gene ghl-1 previamente integrado no loco LYP1 ( lypl::PTDH3-ghl- 
1-TCYC1 ) foram cotransformadas com cinco microgramas do produto de PCR do promotor 
TDH3; terminador CYC1; biblioteca de alelos mutantes do transportador ghl-1; e plasmideo 
expressando a Cas9 e o gRNApara o loco URA3 (P05, Tabela 1). Transformantes selecionados 
em placas contendo G418 foram, em seguida, testados quanto a capacidade de crescerem em 
meio sintetico contendo celobiose como unica fonte de carbono. Como principal resultado 
desta abordagem, os autores selecionaram celulas expressando versoes do transportador cdt-1 
com maior eficiencia na capacidade de utilizar celobiose - aproximadamente duas vezes. 

3.4 Integragao de vias metabolicas 

Devido a instabilidade de plasmideos epissomais, a estrategia de integragao e 
normalmente utilizada para construgao de leveduras industriais. Alem dos exemplos 
apresentados, tambem e possivel utilizar CRISPR para promover a integragao de multiplos 
genes simultaneamente, incluindo vias metabolicas complexas. No entanto, embora S. cerevisiae 
possua excelente habilidade de realizar recombinagao homologa, a eficiencia de integragao 
e inversamente proporcional ao tamanho do DNA que se pretende introduzir (Oldenburg 
et al., 1997). 

Neste contexto, ao menos tres trabalhos demonstraram o uso de CRISPR como 
alternativa para integragao de grandes construgoes de DNA incluindo: (i) seis genes da 
via de produgao de acido muconico distribuidos em seis fragmentos (Horwitz et al., 2015), 
(ii) montagem in vivo e integragao de seis genes do complexo piruvato dehidrogenase em 
um unico loco (Mans et al., 2015) e (iii) tres genes da via de produgao de carotenoides em 
tres locos independentes (Ronda et al., 2015). 

Alem destes exemplos, Shi et al. (2016) utilizaram CRISPR para integrar multiplas 
copias de ambas as vias de utilizagao da xilose e da produgao do BDO ((R,R)-butano-2,3-diol), 
que juntas somam 24 mil pb. Para promover multiplas insergoes, os autores acoplaram 
a habilidade de CRISPR em promover a quebra de fita dupla no DNA - com consequente 
aumento da frequencia de recombinagao no sitio de clivagem - a alta ocorrencia de sequencia 
Ty-delta no genoma de S. cerevisiae. Para isso, os autores utilizaram o vetor previamente 
desenvolvido por Bao et al. (2015) contendo o gRNA adequado para a edigao de sequencias 
Ty-delta (P06, Tabela 1). Este vetor possui ainda uma versao otimizada da Cas9 (iCas9) e o 
gene URA3 como marcador de selegao, cuja expressao e dirigida por um promotor truncado 
( URA3-d ) que faz com que cada celula mantenha mais copias do vetor do que o esperado 
para a origem de replicagao 2g ( ultrahigh copy ) (Loison et al., 1989). 

Celulas da linhagem haploide CEN.PK2-1C foram cotransformadas com 300 ng do 
vetor contendo todos os elementos para edigao via CRISPR e 900 ng do DNA doador - genes 
das vias de consumo de xilose e produgao de BDO. Transformantes foram selecionados 
em meio seletivo sem uracila e foi constatada a integragao de ate 18 copias no genoma de 
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S. cerevisiae com eficiencia proxima a 60%. Em seguida, foi confirmada a capacidade destas 
linhagens de produzirem BDO a partir de xilose (Shi et al., 2016). 


4. Fungos filamentosos 

4.1 Introdu^ao 

Em comparagao as leveduras, fungos filamentosos sao mais dificeis de ser geneticamente 
manipulados de forma precisa. Isto por serem multicelulares, apresentarem diferenciagao 
celular e possuirem celulas envolvidas por uma parede celular espessa composta por quitina. 
Alem disso, possuem um mecanismo de reparo dominante baseado em NHEJ, o que resulta 
em insergoes de mutagoes aleatorias na maioria das progenies transformadas. Embora 
seja possivel manipular algumas especies utilizando conjuntos de ferramentas de biologia 
molecular como plasmideos, marcadores de selegao e regioes promotoras especificas (Jiang 
et al., 2013), para muitas especies industrialmente relevantes tecnicas efetivas ainda estao 
em fase inicial de desenvolvimento. 

Neste contexto, diferentes grupos de pesquisa demonstraram resultados importantes 
que apontam CRISPR como uma alternativa promissora para mitigar os desafios de edigao 
de genomas de fungos filamentosos. Eles incluem esforgos para a manipulagao genetica 
de varias especies representantes do grupo dos ascomicetos como: Trichoderma reesei 
(Hypocrea jecorina ) (Liu et al., 2015), Aspergillus spp (Katayama et al., 2015; Nodvig et al., 
2015; Zhang et al., 2016) e Neurospora crassa (Matsu-ura et al., 2015). 

4.2 Exemplos 

Liu et al. (2015) foram os primeiros a demonstrar a funcionalidade de CRISPR no fungo 
T. reesei, especie amplamente utilizada na produgao comercial de enzimas lignoceluloliticas 
e potencial plataforma para expressao de proteinas heterologas, devido a sua habilidade 
de sintetizar e secretar em altas quantidades (Punt et al., 2002). Neste estudo, os autores 
elaboraram uma estrategia que permite a inativagao genica ( knockout ) ou introdugao de 
novos genes ( knock-in ) por recombinagao homologa em posigoes precisas do genoma. Alem 
disso, o sistema desenvolvido pode ser usado para gerar modificagoes simultaneas pela 
cotransformagao de gRNAs e de DNAs doadores para diferentes alvos. 

Inicialmente, os autores integram aleatoriamente no genoma de duas linhagens de 
T. reesei uma versao da Cas9 com codons otimizados ( toCAS9 ). As linhagens Qm6a e Rut-C30 
foram respectivamente transformadas com as construgoes Ppdc-toCas9-Tpdc e Pcbhl-toCas.9- 
Tpdc, sendo Ppdc/Tpdc o promotor constitutivo/terminador de uma piruvato descarboxilase 
e Pcbhl o promotor do gene celobiohidrolase I, o qual e reprimido por glicose e induzido por 
oligossacarideos ou celulose. Em seguida, testes de crescimento, esporulagao e da atividade 
de celulases foram realizados com transformantes positivos, sendo selecionados aqueles que 
nao apresentaram diferengas quando comparados aos parentais Qm6a e Rut-C30. 

Apos integragao estavel da toCas9, construiu-se uma linhagem auxotrofica para 
uracila ( knockout ura5) a partir da linhagem previamente transformada com a construgao 
Pcbhl-toCas9-Tpdc. Uma vez que a expressao de gRNAs demanda, tipicamente, o uso de 
promotores da RNA polimerase III, os autores optaram por transformar protoplastos com 
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gRNAs transcritos in vitro (vide cap. 7), devido a ausencia de caracterizagao de tais promotores 
nesta especie. Apos selegao em meio definido contendo 5-Fluoroorotic acid (5-FOA) - analogo 
toxico da uracila os autores selecionaram uma linhagem ura5 para testes de recombinagao 
em um ou em multiplos locos. 

Para os testes de recombinagao homologa utilizou-se como marcador de selegao o 
gene poura5 derivado de Penicillium oxalicum, sendo este controlado pelo promotor gpdA e 
terminador trpC (Pgpda-pouraS-Ttrpc). Inicialmente, protoplastos foram cotransformados 
com o cassete Pgpda-pouraS-Ttrpc e com transcritos do gRNA para edigao do loco lael, que 
codifica para uma metil-transferase que controla a expressao de celulases. Apos selegao em 
meio sintetico sem uracila, mais de 90% dos transformantes apresentam integragao correta 
do Pgpda-poura5-Ttrpc no loco lael, utilizando sequencias homologas de 200 a 1.000 pb. 

Aplicando esta mesma estrategia de integragao do cassete Pgpda-poura5-Ttrpc em 
uma linhagem auxotrofica, seguida da selegao em meio definido sem uracila, os autores 
avaliaram a eficiencia na edigao simultanea de dois e tres locos. Para isto, protoplastos 
foram cotransformados com transcritos de gRNA e DNAs doadores (Pgpda-pouraS-Ttrpc) 
contendo homologia adequada para os locos vibl e lael ou vibl, lael e clr2. Apos selegao, 
os autores obtiveram aproximadamente 45% e 4,2% de eficiencia para a edigao de dois e 
tres locos, respectivamente. 

Em outros trabalhos, autores elaboraram estrategias que exploram principalmente a 
frequencia de mutagoes pontuais geradas durante o reparo via NHEJ para gerar linhagens 
knockout. Em sua maioria, pequenas delegoes ou insergoes que geram mutagoes de frameshift 
(Katayama et al., 2015; Nodvig et al., 2015). Como exemplo, Nodvig et al. (2015) desenvolveram 
uma abordagem de uso simples e versatil, com eficiencia de edigao satisfatoria para ao 
menos seis especies do genero Aspergillus (A. nidulans, A. aculeatus, A. niger, A. carbonarius, 
A. luchuensis e A. brasiliensis). 

Esta abordagem consiste em um unico plasmideo contendo os genes que codificam 
para os dois componentes de CRISPR: Cas9 e gRNA. Ao contrario da estrategia apresentada 
por Liu et al. (2015), nesta a selegao encontra-se no vetor e quatro versoes com diferentes 
marcadores foram desenvolvidas: AFUM_pyrG, AN_argB, bleR ou hygR. Alem disso, utilizou-se 
a sequencia AMA1 como origem de replicagao, por ser funcional em diferentes fungos (Gems 
et al., 1991; Ruiz-Diez, 2002). 

Ambos os componentes de CRISPR foram modificados. Os codons do gene Cas9 derivado 
de Streptococcus pyogenes foram otimizados para expressao em A. niger. Na extremidade 3' 
foi adicionada uma sequencia codificante para o sinal de localizagao nuclear SV40. Cas9-SV40 
foram entao fusionados ao promotor e terminador tefl , ambos de A. nidulans. Para a transcrigao 
de gRNAs, os autores optaram por utilizar o promotor constitutive gpdA e o terminador trpC, 
devido a ausencia de elementos regulatorios de RNA Polimerase III bem caracterizados 
tambem em Aspergillus. No entanto, o gRNA transcrito e flanqueado por duas ribozimas - 
5' hammerhead (HH) e 3' Flepatitis Delta Virus (HDV) - que promovem a clivagem do RNA 
transcrito liberando o gRNA (crRNA + tracrRNA) para posterior interagao com a Cas9 (Gao 
and Zhao, 2014; Jacobs et al., 2014). 

Como prova de conceito, os autores construiram linhagens knockout para tres alelos 
cuja perda de fungao e facil de se monitorar:_yA gera conidios amarelos em vez de verdes, 
como observado em linhagens selvagens; knockout para o gene albA possuem hifas albinas, 
enquanto a edigao do gene pyrG gera linhagens resistentes ao 5-FOA. 
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Outro exemplo de aplicagao de CRISPR inclui a edigao genomica do fungo N. crassa, 
demonstrada por Matsu-ura et al. (2015). N. crassa e considerado organismo-modelo entre os 
fungos filamentosos e ja foi utilizado para elucidar mecanismos moleculares fundamentals 
como a hipotese “um gene, uma enzima”, ritmo circadiano, entre outros (Roche et al., 2014). 
No entanto, estudos geneticosbaseados ern recombinagao homologa nesta especie so avangaram 
significativamente a partir da descoberta de linhagens de N. crassa com mecanismos de 
recombinagao altamente eficientes, devido a ausencia de fungao dos genes mus-51 (NCU08290) 
ou mus-52 (NCU00077), os quais participam do reparo via NHEJ (Ninomiya et al., 2004). 

Para demonstrar a eficiencia na substituigao de genes mediada por CRISPR, Matsu-ura 
et al. (2015) utilizaram uma Cas9 contendo o sinal de localizagao nuclear SV40 e expressao 
dirigida pelo promotor e terminador trpC, ambos derivados de A nidulans. Para expressao do 
gRNA, utilizaram o promotor SNR52 (snoRNA) e a regiao 3' do gene SUP4 (tRNA) derivados 
de S. cerevisiae (Harismendy et al., 2003). 

Como prova de conceito, os autores optaram por superexpressar celulases a partir 
da substituigao da regiao promotora do gene clr-2 pelo promotor constitutive da fi-tubulina 
(NCU04054). CLR-2 e um fator de transcrigao que regula um grande numero de celulases 
em N. crassa (Coradetti et al., 2012). Para isto, a linhagem selvagem “74-OR23-1V A” foi 
cotransformada com cinco microgramas de cada um dos tres plasmideos contendo: (i) a Cas9; 
(ii) o gRNA e (iii) o DNA doador (5' cZr-2-P|3-tubulin-dr-2-bar-3' clr-2 - sendo bar o gene que 
confere resistencia ao glufosinato - Ignite®). Aproximadamente 150 transformantes foram 
obtidos apos selegao, e em um dos transformantes avaliados, contendo o gene clr-2 regulado 
pelo promotor da /5-tubulina, os autores observaram um aumento aproximado de duzentas 
vezes na expressao de celulases quando comparado a linhagem selvagem. 

Neste trabalho, os autores demonstraram o uso eficiente de CRISPR para substituigao 
de genes no fungo N. crassa. O resultado mais importante e que, ao contrario dos protocolos 
ja bem estabelecidos para edigao genomica em N. crassa, esta abordagem nao requer que os 
estudos sejam feitos em mutantes mus-51 ou mus-52, o que possibilita o uso desta tecnologia 
em isolados naturais da especie. 


5. Plantas 

5.1 Introdugao 

Cientistas buscam ha muito tempo uma forma de alterar e melhorar certas 
caracteristicas das plantas visando o aumento da produgao e resistencia a estresses bioticos 
e abioticos. Ate o advento das ferramentas de edigao genomica, o desenvolvimento de 
novas variedades e melhoramento dos cultivares existentes baseava-se no melhoramento 
tradicional, mutagenese nao sitio dirigida, hibridagao somatica ou metodos de transgenia 
(Schaeffer & Nakata, 2015). 

O desenvolvimento de um conjunto de tecnologias de edigao sitio-especifica de 
genomas permitiu o surgimento de uma revolugao na area da engenharia de genomas de 
plantas. Tais tecnologias baseiam-se na utilizagao de endonucleases sitio-especificas para 
gerar uma quebra de dupla fita (DSB) no genoma a ser editado, desde que se conhega a 
sequencia do sitio desejado. 
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Por muitos anos, meganucleases foram utilizadas para gerar DSB, como I-Scel e 
I-Crel (Li et al., 2015). No entanto, esse metodo requer a introdugao da sequencia-alvo no 
genoma da planta antes do experimento de edigao genomica. Por tanto, locos endogenos 
nao podem ser utilizados como alvos (Gimble et al., 2003). Essa limitagao foi superada pelo 
uso das nucleases programaveis do tipo zinc finger (ZFNs) e transcription activator-like 
effectors (TALENs). 

Atualmente, ZFNs e TALENs estao sendo rapidamente substituidas por endonucleases 
guiadas por RNA (RGENs, do ingles RNA-guided endonucleases ) baseada no sistema 
CRISPR-Cas9, ja que esse sistema e mais simples, rapido e barato (Doudna and Charpentier, 
2014). Isto se deve ao fato de que CRISPR pode ser customizado atraves da alteragao apenas 
do componente de RNA, evitando o trabalho intensivo e o consumo de tempo na engenharia 
de proteinas necessarios para a customizagao dos sistemas TALEN e ZFN. 

No initio, os estudos com CRISPR foram realizados em celulas de mamiferos e fungos, 
demonstrando a grande aplicabilidade desse sistema e tambem apontando os possiveis 
problemas como a herdabilidade das alteragoes geradas e a possibilidade de atividade fora 
do sitio-alvo. Os cientistas de plantas tern se interessado por esse sistema devido a diversas 
caracteristicas, como: facilidade de uso; alta especificidade do local de clivagem e insergao 
de transgenes; versatilidade na edigao de genomas; possibilidade de edigao de multiplos 
genes ou copias genicas ao mesrno tempo e a habilidade de clivagem de locos metilados 
(revisto em Schaeffer & Nakata, 2015). 

Recentemente CRISPR foi utilizada com exito na edigao de genes de diversas plantas, 
como tabaco, arabidopsis, trigo, milho, sorgo e arroz. Os primeiros estudos foram limitados a 
prova de conceito e alguns estudos funcionais em que se editam genes que causam alteragoes 
fenotipicas facilmente observaveis em plantas-modelos, provando que e possivel editar a 
maioria dos genes endogenos usando a tecnica. Tambem procuraram avaliar especificidades 
desse sistema quando utilizado em plantas (revisto em Zhou et al., 2014). 

Resultados initials demonstram que, em plantas, a maioria das quebras de dupla fita 
geradas por CRISPR sao religadas principalmente por NHEJ (Xie et al., 2014). Uma maior 
eficiencia de edigao pode ser alcangada atraves da utilizagao de variantes de Cas9 com 
codons otimizados, como foi demonstrado para as variantes de Cas9 otimizadas para arroz 
(Shan et al., 2013), mocotiledoneas (Jiang, et al., 2013) e plantas em geral (Li et al., 2013). 
CRISPR tern se demonstrado altamente especifica, ja que nenhum evento de atividade fora 
do sitio-alvo foi detectado em arabidopsis, tabaco, arroz, laranja e trigo (revisto em Schiml 
e Puchta, 2016). A maioria dos estudos de CRISPR em plantas tambem busca demonstrar 
que as alteragoes geradas sao passadas para as proximas geragoes de forma estavel. 

Nas segoes a seguir serao descritos trabalhos que demonstraram a utilidade da tecnica 
para edigao do genoma de plantas, atraves de diversas abordagens do sistema, com vistas 
a diferentes aplicagoes como geragao de variabilidade genetica, nocauteamento de gene, 
insergao de transgene, delegao de sequencias genomicas e regulagao da expressao genica. 

5.2 Insergao de transgene (KI) em Arabidopsis 

Schiml et al. (2014) demonstram que a tecnologia denominada GT in planta (de gene 
targeting, Fauser et al., 2012), na qual se faz a insergao de um gene em um sitio-alvo, pode ser 
usada para inserir um gene de resistencia em um loco endogeno atraves de DSB induzidas 
por CRISPR em Arabidopsis thaliana. 


166 


Introdmjao a tecnica de CRISPR 




Cos9 coin codon otimizRdo |Sr(T)— (P) ■ Gene de resistencia 



Metodos para o uso de CRISPR 


167 


Figura 2. Estrategia para insergao de um gene em um loco-alvo (GT in planta ) usando CRISPR para gerar quebras de fita dupla (DSB). A) T-DNA contendo as bordas para insergao 
por Agrobacterium (LB e RB); os cassetes Cas9 e sgRNA; e o gene de resistencia flanqueado por sequencias homologas ao (B) loco-alvo no genoma (no caso ADH1). C) Recombinagao 
homologa. D) Resultado final da edigao. Os sitios para as DSBs estao indicados pelas setas pontilhadas. “P”: promotor; “T”: terminador; “NLS”: sinal de localizagao nuclear. Imagem: Vieira, 
AP e Sluys, MA (2016) - adaptado de Schiml et al. (2014). 




































































A tecnica GT in planta e baseada na presenga de uma molecula doadora (DNA doador) 
e a indugao de ao menos tres DSBs simultaneas. A molecula doadora do transgene pode 
ser um T-DNA integrado ao genoma contendo o cassete para GT. Um DSB deve ocorrer no 
sltio-alvo e duas na molecula doadora, liberando o transgene. 

No caso deste estudo, o T-DNA inserido na planta apresenta o sistema de expressao de 
CRISPR e o cassete GT. O quadro aberto de leitura de Cas9 de S. pyogenes utilizado apresenta 
otimizagao de codon para A. thaliana. A expressao de Cas9 e controlada pelo promotor 
constitutive ubiquitina 4-2 de Petroselinum crispum (PcUbi4-2). O sgRNA especlfico para 
o loco-alvo ADH1 ( alcohol dehydrogenase 1, AT1G77120) esta sob o controle do promotor 
U6-26 de A. thaliana e pode ser facilmente customizado para qualquer sltio de interesse 
como descrito em Fauser et al. (2014). 0 cassete GT codifica para o gene de resistencia a 
kanamicina (nptll) que e flanqueado por sequencias homologas ao sltio de insergao e dois 
sltios de reconhecimento para a nuclease Cas9. Esse mesmo sltio de reconhecimento esta 
presente naturalmente no local onde o transgene sera inserido. Todas essas partes foram 
clonadas em um vetor binario para transformagao via Agrobacterium, que foi utilizado 
para a transformagao da planta por floral diping. A figura 2 representa esquematicamente 
a estrategia utilizada. 

As plantas T1 contendo essa construgao foram selecionadas, e a geragao T2 foi testada 
para segregagao mendeliana em meio seletivo (contendo kanamicina) para identificar eventos 
unicos de integragao do T-DNA. Os eventos hereditarios de GT in planta foram identificados 
atraves de genotipagem baseada em PCR das geragoes T1 a T4. A progenie tambem foi testada 
pelo tratamento com alcool alilico, que impede o crescimento das plantas que apresentam 
o loco ADH1 mutado. 

Os resultados obtidos demonstram que as tecnicas CRISPR e in planta GT podem ser 
combinadas para a insergao de transgenes de forma sitio-especifica no genoma, e os eventos 
herdaveis podem ser selecionados de forma simples. Essa tecnica aumenta o conjunto de 
opgoes para engenharia de genomas de plantas e e util tanto para pesquisa basica quanto para 
melhoramento, ja que pode ser utilizada para adigao de genes de interesse em importante 
cultivares de forma hereditaria 

5.3 Delegao de sequencias genomicas em arroz 

Tecnologias que conseguem causar a delegao especifica de longas porgoes genomicas 
tern o potencial de facilitar analises funcionais de agrupamentos genicos e elementos 
geneticos nao codificantes. Essas tecnologias tambem podem ter implicagoes praticas no 
melhoramento de plantas atraves da delegao de locos nao desejados. 

Zhou et al. (2014) demonstraram que e possivel utilizar CRISPR para deletar grandes 
sequencias genomicas em arroz. A estrategia empregada foi a construgao de T-DNAs que 
foram introduzidos em calos derivados de embrioes de arroz imaturos atraves de transfeegao 
por agrobacteria. 

Para a construgao do T-DNA, eles desenvolveram um conjunto de vetores Cas9/sgRNA 
baseados no sistema Gateway que sao altamente eficientes e faceis de utilizar. 0 primeiro 
vetor contem as bordas LB e LR utilizadas pela agrobacteria, a sequencia do cassete SpCas9 
com otimizagao do codon para arroz controlado pelo promotor maize ubiquitin (pUbi), gene 
de resistencia a higromicina sob o controle do promotor 35S e sequencias de recombinagao 
Gateway. 0 segundo vetor, vetor intermediario, carrega o cassete sgRNA flanqueado pelos 
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sitios att de Gateway. Isso permite a transferencia eficiente do sgRNA desejado para o 
vetor final. 

Primeiramente, eles testaram a eficiencia de duas estrategias diferentes de vetores 
intermediaries: 1) vetor contendo tracrRNA e crRNAs separados (dgRNA) e controlados 
independentemente por promotores U6, com o objetivo de produzir multiplos crRNAs 
sob controle de promotores unicos; 2) vetor contendo dois sgRNAs (+85 e +48) tambem 
separados e controlados independentemente por promotores U6, com o objetivo de testar 
qual tamanho de sgRNA e mais eficiente, ja que foi demonstrado que sgRNA mais longo 
(+85) e mais eficiente para mutageneses em celulas humanas em cultura (Hsu et al., 2013). 
Para isso, cada tamanho de sgRNA foi direcionado para diferentes sequencias-alvos na 
regiao codificante do gene SWEET13. 

Os eventos de edigao genomica foram detectados atraves de PCR sobre DNA genomico 
seguida por ensaio de Endonuclease I T7 (T7E1) nas geragoes TO, T1 e T2. Os resultados 
demonstraram que a construgao contendo dgRNAs induz uma taxa muito baixa de mutagoes, 
sgRNA (+48) nao induz mutagoes e o sgRNA (+85) produz mutagoes em altas taxas. Tambem 
foi demonstrado que as mutagoes sao estavelmente herdadas. 

Assim, os pesquisadores escolheram o sistema Cas9/sgRNA (+85) para demonstrar 
a prova de conceito e de eficiencia de CRISPR na delegao de segmentos cromossomicos. 
Para tal fim, eles utilizaram como vetor intermediario uma construgao contendo dois 
sgRNAs (+85) separados e controlados independentemente por promotores U6. Esse vetor 
tambem foi modificado para conter um sitio de restrigao Hindlll, de modo que outro 
par de cassetes sgRNAs (+85) pudesse ser inserido, permitindo a expressao de quatro 
diferentes sgRNAs. 

Eles testaram a delegao de duas regioes diferentes do genoma: um agrupamento de 
cinco genes envolvidos na produgao de diterpenoides, que sao um grupo de fitoalexinas com 
atividade antimicrobiana, com tamanho de 170 kb no cromossomo 4; e um agrupamento de 
dez genes tambem envolvidos na produgao de diterpenoides, de aproximadamente 245 kb 
no cromossomo 2. Para cada regiao, foram escolhidos dois genes-alvos (um em cada ponta). 
Para cada gene, duas sequencias-alvos foram definidas, de modo que para cada regiao foram 
construidos quatro sgRNAs, de forma a permitir testar a delegao por dois diferentes pares 
e tambem a funcionalidade de um multiplex de quatro sgRNAs. 

As construgoes obtidas foram transferidas para protoplastos de arroz, que foram 
analisados apos 48h das transfecgao. A analise foi feita atraves de PCR sobre o DNA genomico, 
seguido de sequenciamento dos amplicons. Os resultados mostraram que a delegao 
cromossomica desejada foi obtida para ambas as regioes (170 kb e 245 kb) com quaisquer 
das combinagoes de dois ou quatro sgRNAs, provando que o sistema e altamente eficiente. 
Alem disso, os autores tambem comprovaram que essas delegoes sao estaveis atraves da 
transformagao das construgoes em calos de arroz por agrobacteria, regenerados em meios 
seletivos contendo higromicina. As plantas regenerantes foram analisadas atraves de PCR 
e sequenciamento para verificar a delegao. 

5.4 Geragao de variabilidade genetica livre de DNAs exogenos 

Edigao de genomas de plantas sem a introdugao de DNA exogeno pode aliviar as 
preocupagoes regulatorias relacionadas a organismos geneticamente modificadas (GMOs) 
(Wook Woo et al., 2015). As pequenas insergoes ou delegoes ( indels ) ou substituigoes geradas 
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por CRISPR nos sltios-alvos cromossomicos sao indistinguiveis de variagoes geneticas que 
ocorrem de forma natural. Em abril de 2016, o departamento de agricultura dos Estados 
Unidos da America (USDA) decidiu nao regular um cogumelo com genoma editado por 
CRISPR, apesar de ser um GMO. Esse cogumelo pode, entao, ser cultivado e vendido sem 
passar pelo processo de regulamentagao da agenda, tornando-se o primeiro organismo 
editado via CRISPR a receber um sinal verde do governo dos EUA (Waltz, 2016). 

A expressao do “cassete CRISPR” (um vetor contendo a sequencia para a protelna 
Cas9 e a sequencia sgRNA) pode ser feita de forma transiente, na qual o vetor de expressao 
e inserido na celula da planta mas nao e integrado ao genoma, ou de forma permanente, na 
qual, atraves de biobalistica ou infecgao por Agrobacterium tumefaciens, o vetor de expressao 
e integrado ao genoma da planta. Quando a expressao permanente e utilizada, a planta 
resultante tera o DNA editado no sitio-alvo, porem, tambem apresentara um DNA exogeno, 
que e composto pela integragao aleatoria do T-DNA no genoma. Como a edigao do genoma 
ocorre logo apos a expressao do “cassete CRISPR”, o T-DNA (que content Cas9/sgRNA) pode 
ser removido do genoma da planta, ja que nao ha necessidade de expressar o sistema 
continuamente. Esse DNA exogeno pode ser eliminado atraves de cruzamentos geneticos 
segregando o T-DNA. No entanto, essa remogao nao e factivel em especies como uva, batata e 
banana, cuja propagagao e vegetativa. A expressao transiente pode ser utilizada, no entanto, 
esses plasmideos sao degradados por endonucleases endogenas, resultando em pequenos 
fragmentos de DNA que podem ser inseridos tanto no sitio-alvo quanto em outras posigoes, 
gerando assim plantas que tambem content DNA exogeno. 

Para gerar plantas com os genomas editados, livres de DNA exogeno, que talvez 
possam ser isentadas das leis regulatorias para GMOs, Wook Woo et al. (2015) utilizaram uma 
abordagem in vitro, livre de DNA, da tecnologia CRISPR, que foi previamente demonstrada 
em cultura de celulas huntanas (Kim et al., 2014). Nesta proposta, os autores utilizaram a 
ribonucleoproteina (RNP) formada pela interagao da protelna Cas9 com o sgRNA pre-montada 
in vitro (denominada RGN RNP) para inserir em protoplastos de diversas plantas e regenerar 
plantas inteiras editadas. 

Primeiramente, para formar a RNP, a protelna Cas9 purificada e misturada com o 
sgRNA obtido atraves da transcrigao in vitro. Entao diferentes RNPs obtidas foram incubadas 
com protoplastos de diferentes plantas na presenga de polietileno glicol (PEG). Os genes-alvos 
sao: PHYB (A. thaliana),AOC(N. attenuata) e P450 e DWD1 (O. sativa). Para avaliar a frequencia 
de mutagoes, foram feitos ensaio de Endonuclease I T7 (T7E1) e sequenciamento por deep 
sequencing. Indels foram identificados nas posigoes esperadas em todos os casos, com 
frequences que variam de 8,4% a 44%. 

Os pesquisadores tambem testaram essa tecnica de RGN RNP em protoplastos de alface 
para o nocauteamento do gene BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2 {BIN 2) homologo ao de 
A. thaliana, que codifica um regulador negativo da via de sinalizagao de brassinosteroide. 
O mesmo RGN RNP utilizado na edigao foi usado na analise de RFLP para a genotipagem 
dos calos de alface obtidos. Esse ensaio mostrou que 5,7% dos calos continham mutagoes 
monoalelicas e 40% continham mutagoes bialelicas no sitio-alvo. Plantas inteiras foram 
regeneradas a partir desses calos e sementes de mutantes bialelicos homozigoticos foram 
germinadas e apresentaram a mutagao, comprovando a herdabilidade. Contudo, estudos para 
avaliar se o mutante apresenta o fenotipo de aumento na sinalizagao de brassinosteroide 
previsto ainda nao foram publicados. 
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5.5 Regulagao da expressao genica in planta 

A modulagao da expressao genica de maneira direcionada e uma abordagem 
poderosa para acelerar o estudo funcional de forma eficiente e precisa, alem de permitir 
novas estrategias para o desenvolvimento da biotecnologia agricola. Piatek e colaboradores 
(2015) apresentam a primeira evidencia de que CRISPR pode ser utilizada para controlar 
a expressao genica direcionada em plantas. Tal modificagao se baseia na proteina Cas9 
inativada cataliticamente (dCas9) que, combinada com um sgRNA, atua como um modulo 
sintetico de direcionamento para DNA. Bikard et al. (2013) e Qi et al. (2013) demonstraram 
que a ligagao de dCas9 a DNAs-alvos interfere na transcrigao genica. 

Sendo assim, neste estudo os autores construiram algumas versoes de dCas9 (com 
codon otimizado para humanos), cada qual fusionada a diferentes proteinas envolvidas 
na regulagao da expressao genica, permitindo o controle seletivo de genes-alvos in planta. 
Para gerar ativadores de transcrigao, a porgao C-terminal da proteina dCas9 foi fusionada 
aos dominios de ativagao EDLL (que sao fortes ativadores e atuam proximos ou distantes 
do promotor-alvo) e efetores TAL (que sao fatores de transcrigao in planta). Para gerar 
repressores de transcrigao, a porgao C-terminal de dCas9 foi fusionada ao dominio de repressao 
SRDX (que e um repressor potente e dominante). Todas as construgoes foram clonadas no 
vetor de expressao de plantas pK2GW7. Os sgRNAs especificos para cada abordagem sob 
o controle do promotor U6 foram clonados em outro vetor binario. A figura 3 representa 
esquematicamente as estrategias utilizadas e os mecanismos de regulagao proposto. 

Para testar o efeito dos ativadores de transcrigao sinteticos dCas9:TAD e dCas9:EDLL 
em um alvo endogeno, no caso o gene Phytoene desaturase (PDS ), tres sgRNAs com diferentes 
sitios-alvos no promotor de PBS foram utilizados. Os dois vetores - um contendo os ativadores 
de transcrigao sinteticos dCas9:TAD ou dCas9:EDLL e outro contendo um dos sgRNAs - foram 
separadamente transformados em Agrobacterium e coentregues em diferentes combinagoes 
em folhas N. benthamianavia agroinfiltragao. Discos das folhas foram coletados apos 36-48h da 
infiltragao. A quantidade de transcritos de PDS foi analisada por RT-qPCR. Os resultados in dicam 
que tanto dCas9:TAD quanto dCas9:EDLL foram capazes de ativar, de forma significativa, 
a transcrigao do gene-alvo. 

0 efeito repressor da construgao dCas9:SRDX foi testada com PDS como gene-alvo. 
As mesmas estrategias de transformagao de N. benthamiana e analise de dados foram 
utilizadas e tambem demonstraram a efetividade do sistema tambem na repressao de genes, 
corroborando que essa plataforma baseada em dCas9 pode ser usada para a regulagao 
direcionada de genes in planta. 

O desenvolvimento de reguladores de transcrigao sinteticos baseados em dCas9 podem 
ser utilizados em plantas-modelos para facilitar analises funcionais de genes sob diferentes 
condigoes nutricionais, hormonais ou ambientais. Uma abordagem interessante seria utilizar 
linhagens estaveis de plantas contendo os cassetes dCas9:fatores de transcrigao e apenas 
transformar com sgRNA atraves de vetores virais que nao causarn sintomas, de forma a 
permitir a regulagao sistemicas de genes-alvos. 

5.6 Proximos passos do uso de CRISPR em plantas 

Com a maioria dos trabalhos conceituais acerca de CRISPR, pesquisadores de 
plantas estao comegando a aplicar essa tecnologia de edigao genomica no melhoramento 
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Figura 3. Estrategias para regulagao da transcricao genica atraves do sistema CRISPR-Cas9. A) Representagao 
esquematica do gene-alvo, para o qual tres gRNAs sao desenhados tendo como alvo a regiao promotora e o primeiro exon. 
Em todas as situagoes, dCas9:reguladores de transcrigao sao direcionados por sgRNAs para o sitio-alvo. Os reguladores 
atraem fatores de transcrigao. B) Representagao esquematica do mecanismo de ativagao da transcrigao genica. C) e 
D) Representam mecanismos de repressao da transcrigao genica. Em C), o complexo bloqueia o inicio da transcrigao, 
enquanto em D) a elongagao da transcrigao e interrompida. Imagem: Vieira, AP e Sluys, MA (2016) - modificado de 
Piatek et al. (2015). 


172 


Introdugao a tecnica de CRISPR 















































de caracteristicas especlficas em cultivares de importancia economica. A Tabela 2 mostra 
exemplos de usos da tecnica na edigao de genes para melhoramento. 

Antes de estrategias racionais serem projetadas para implementar esta tecnologia na 
obtengao de grandes variedades de culturas de importancia economica, ha uma necessidade 
de expansao da disponibilidade de vetores para culturas especlficas, disponibilidade de 
genomas sequenciados e protocolos de transformagao e regeneragao. 

Alem disso, a tecnologia CRISPR-Cas9 continua evoluindo para alem da edigao genomica. 
Por exemplo, pesquisadores foram capazes de reprogramar CRISPR para reconhecer e clivar 
RNAs especificos em vez dos usuais alvos de DNA (Nelles et al., 2015; O’Connell et al., 2014). 
Essa habilidade abre novos caminhos na detecgao, analise a manipulagao de RNAs. 


6. Animais 

Este capitulo visa apresentar diferentes metodos de CRISPR, em diferentes animais 
com variadas aplicagoes, para que o leitor tenha uma visao panoramica das inumeras 
possibilidades que a tecnica possui. 


6.1 Drosophila melanogaster (Chen et al., 2016) 

Grande parte da biodiversidade terrestre evoluiu em exposigao as variagoes ciclicas 
diarias determinadas pelo movimento de rotagao da terra. Os comportamentos periodicos 
diarios sao parte do chamado ciclo circadiano, e sao muito importantes para a manutengao 
da homeostase. Seus mecanismos regulatorios tern origens profundas na fisiologia e biologia 
molecular, sao compartilhados por grande parte dos organismos, e alteragoes em seus 
genes-chave estao relacionadas a doengas e sindromes metabolicas (Takahashi et al., 2008). 

Nesse exemplo, CRISPR foi usada para a edigao do genoma de Drosophila melanogaster 
visando eliminar o sitio de ligagao de um microRNA (mir-276a) na regiao 3 'UTR do gene 
timeless (tim ) (Chen and Rosbash, 2016). A proteina TIM e parte de um circuito molecular 
regulatorio do relogio circadiano baseado em um loop em feedback. Nesse circuito, a transcrigao 
e a tradugao dos genes participantes e essencialpara determinar a periodicidade adequada. 
MicroRNAs sao capazes de modular a tradugao de proteinas-alvo atraves da sua ligagao 
no 3' UTR de mRNAs. A hipotese dos pesquisadores era de que mir-276a estaria envolvido 
diretamente na modulagao do circuito molecular circadiano de Drosophila atraves da sua 
ligagao ao 3' UTR do mRNA do gene timeless. Os pesquisadores conseguiram demonstrar que 
quebras de fita dupla mediadas por Cas9 foram suficientes para gerar alelos com delegoes de 
ate 10 pb no sitio de ligagao de mir-276a, abolindo o seu papel regulatorio, e fazendo com que 
a proteina TIM acumulasse. De modo importante, isso resultou na alteragao da periodicidade 
do circuito molecular com consequente perda do controle do ciclo de atividade nas moscas 
geneticamente alteradas. Isso permitiu elucidar um novo mecanismo de modulagao desse 
circuito baseado na atividade de um microRNA. 


6.2 Caenorhabditis elegans (Paix et al., 2014) 

De forma semelhante ao peixe-zebra, o nematoide C. elegans tornou-se um importante 
modelo em genetica da biologia do desenvolvimento. Devido ao seu tamanho e acessibilidade 
visual, todas as etapas morfologicas necessarias ao desenvolvimento de um verme adulto 


Metodos para o uso de CRISPR 


173 




CS cd 

.a a 

oj pl, 

•5 nS 
> '5b 
d) o 

S 2 


■2 « 

03 co 


Pi 

Ph 

C/D 

s 

U 

o 

*d 


s is 

■H co 

fi CD 

ed *o 

i—I CO 

a os 

.2 H 

I1 

1 -g 

2 S. 

cd os 

ed o5 
ft a 

05 o 

.a-§ i 

S o j 

‘&1 j 

0^4 

jcd a) - 

O Tj ( 


«s 

0) CD 

T3 g 

Vi -rj 

O ^ ’ 

ft'Hj 
g 43 

S iS 
w ° ■ 

• o 

CM „ ’ 
« 2 
a3 g 

43 2 
e« C 

H cd ’ 


.gis 

^ td !> 
os d u 
u p a; 

SH tM 

fi O co 

n «h c 

'CD g ed 
ft 5 S-i 

c cd • 


43 

O 

s 


Td 


s 

2 


3 QJ 

O' ^ 


< 

Z 

Q 


T5 

> 


Q 

q 

S 

e? 


x 

a 

2 

<d 

e 

*S 


03 

o 


O 3 

a •£ 


03 Q 

3 •§ 

s 


T3 

C 


>— 1 
W 
Q 

z 


-d <u 

O ^ 


r- TO 

£ Pi 


§ S 
.2 s 

& cj 
o G 
.2 -Q 

£ s 


n S 

O 3 

ft *c 
^ 2 
"3 Cj 
03 C3 

a ■§ 

s I 


c 

« * 

Ph <d 

CO ^ 
2 •& 
U 3 
2 


r- 1 ro 

£ & 


g r- 

S s 
.2 » 
C cj 
o g 

O A 

S s 


43 

N 


O 3 

a •£ 


« ■§ 


§) 


£ 


Pi 

Ph 

CO 


03 CD 
03 CJ 


ft ft 

ft H 
ft ft 


^ ^ ^ ^ 

CO Co CO 00 

CO Co Co CO 

o o o o 


cd 


o 

CM 


3 

o 


43 

M 


Sh 

o 

ft 

cd 

T3 

cd 

2 

a> 

s 


Eb 


CO 

<u 

S3 


cu 

bJO 


cd 

r d 


o 

*03 

co 

CD 

'a; 

Q 


Pi 

ft 

CO 

2 

CJ 


3 

2 


CO 

a> 

’o 

C3 


CD 


ft 


03 


a> 

T3 


<D 

co 

CD 

v 0 

CO 


O 



< 


G 

> 


« 


Vi 


« 

N 

b 

o 


rH 

O 

CM 

to 

tH 

o 

CM 

'cd 

'cd 

CD 

CD 

3 

Pi 

X 

cd 

ft 

^ s 

H s 

O 3 

o a 

ft r 

ft *C 

03 ^ 
T3 cj 

cd ^ 

03 Cj 

03 <3 

cd a 

'i o 

=a •§ 

s ^ 

S ^ 



(D 

CD 

b 

"2 

03 

cd 

O 

o 

Z 

z 

bJO 

2 n3 

c 

? ■>< 
Ph CD 

CJ r—* 

C & 
-3 £ 

2 a 

3 -c 

03 _, 

S-h 5 
43 4 h 

° 3 
2 

aj fti 
d5 CD 

o ^ 

03 


T3 


"u 

Vi 

cd 

Ip 

Sh 

CD 

43 

o3 

^cd 

03 

o 

OJ 

T3 

CO 

CD 

03 

CO 

T3 

cd 

3 

a 

a 

CO 

o 

ft 

C 


CD 


CO 


# 

# 

CD 

tH 

i> 

CM 

2 

ft 

tn 


co 

9 

9 

ft 

o 

o 

ft 

<3 


.> 

G 

w 

co 

G 

Vi 

p 

CO 

S S 

G 

"S ^ 

N 


P 

o 

fi 


Introdu^ao a tecnica de CRISPR 


174 













6 

(03 

o 

03 

G 

e g 

s 


M 

'3 

-Q 

H 


(0 

tH 

O 

CM 

lo 

T—1 

O 

tH 

O 


CM 

CM 

'cj 


„ 


£ 

3 


_ _ \ 

«v 

03 

03 

u 

3 

_!_! 


.OJ 

(D 

CD 

(Jh 

V 

CO 

bJO 

bJO 

P4 

O 

o 

£ 

cO 

G 

CO 


S-H 

CQ 

& 

& 

__ 




.gfs 

^ ffl o 

^ s 

O 3 

a *c 

^ s 

O 3 

a *c 

C0 

CJ 

CO £ cj 

co 

03 

CO 

u H OJ 
.3 Sj 4h 

"G Cj 

"G Cj 


e O co 

03 <3 

co a 

co 

£ g § 
H 5 u 

t CO 

3 ■§ 
s $> 

=2 ■§ 
s 

43 

O 

W 

G 


■'5 



CD 




T5 



H 

O 


CO 

J3 

(CO 


O 

3 

cj-' 

CD o 


3 

CJ 


ai 

3 

0) 

OJ £ 



T3 oj 

3 

CD 

3 

S 

o 

‘a* 

4-3 

w 

O 6 

S. SP 
s a 

3 

03 

cj 

O 

55 

03 

cj 

o 

2 

03 

CD 

G 

co 

CJ 

o 

2; 

<D 

2 £ 

2 £ 

s « 

scnica d 
CRISPR 

'2 §■ 
'= -3 
2 « 
-a £ 

qj 1 

'2 & 
■§ 
2 s 
■2 ® 

’2 2- 
'3 -3 
2 £ 
2 o 


3 OJ 

3 0) 

3 oj 


O' 

O ’a 

O' ^ 



CD 


CO 


CD 

O S-H 


*£ 


p-H sQJ 


CO 


'2 co 

o 

(h 

0) 

03 

to OJ 
CD £ 

JS 

3 

s 

a 3 
o a 

'o 

CO 

2 

03 

"3 cO 

co 

w 

T3 

03 

O 

G CD 

u 

G 

n 

2 

5 CO 
.CO QJ 

«D 

0) 

s 

*M M 

CO 

CJ 

CO 

In 

O 

a 

£ <3 

S M 

G O 
O cm 

"co 

<D 

CO 


q. M 


CJ 


•£f o 




K 2 


.2 o 




cj »cC 




c .y 
<« -3 

sO 

O' 

00 

# 

O 

vP 

CD 

cj a; 


tn 

LO 

cm aj 

W t3 




o 




> 




3 

CO 

3 

3 

SIAG07 

ZWDS 

o 

H 

aj 



E^i 

O 

s 

3 

CJ 

s 



g ’55 

S 3 

g g 

.2 

"r Oj 

2 C0 

3 © 

s s 

*S 

3 a. 

S L. 

© 

v 0> 

a 

« O 

5 £ 

*C M 

•G co 

CO 

W 

© sL 
00 O 

5 5 

fc S 



m s 

O 3 

a *c 

CO £ 
"G Cj 
03 C3 

*f 

I 


-0 <d 
O' ^ 


O 3 

a *c 


bO o 

on Qh 


G 

« 'S 

Ph a; 
£5 a 
« 'G 


o 

"cj 

'03 

cd 

t3 

CU 

CO 

CD 

3 

c/3 


CO 

G 

o 


CD 

T3 


CD 

£ 

o 

a 


CO 


G 

03 

$-1 


H 



& 


<3 

N 


& 


<3 

N 


T3 

.g 

'3 


< 9 


Metodos para o uso de CRISPR 


175 



































sao conhecidas para cada celula gerada a partir das clivagens iniciais do zigoto. Apesar de 
ser um organismo permissivo a manipulagao genetica, a possibilidade da realizagao de 
edigoes precisas em seu genoma sem a necessidade de utilizagao de marcadores de selegao 
ainda envolve grande esforgo na identificagao das linhagens geneticamente modificadas. 

Nesse exemplo, os pesquisadores exploraram multiplas formas de utilizar CRISPR 
para a edigao do genoma de C. elegans via reparo por recombinagao homologa mediado 
por diversas sequencias de DNA doadoras (plasmideos, produtos de PCR e oligonucleotideos 
de fita simples-ssODN). No experimento mais simples e bem-sucedido, eles almejaram a 
edigao de diversos locos individualmente por meio da insergao de alteragoes na sequencia 
genomica-alvo via cotransformagao de sgRNAs e Cas9 em conjunto com ssODN. Esses ssODN 
podem ser rapidamente sintetizados a baixo custo e se mostraram excelentes para introduzir 
pequenas alteragoes no genoma, como mutagoes pontuais, alteragoes do quadro de leitura, 
codons de terminagao prematuros, e caudas para fusoes nas regioes amino- e carboxi- 
terminal de proteinas-alvo. Para isso, essas modificagoes desejadas sao inclmdas no centro 
do ssODN e flanqueadas por sequencias homologas ao 5' e 3' do sitio-alvo determinado 
pela escolha do sgRNA. As maiores frequences de reparo exato por recombinagao homologa 
ocorreram quando regioes de homologia imediatamente adjacentes ao sitio de corte da Cas9 
foram utilizadas, permitindo a edigao precisa do genoma de C. elegans sem a necessidade 
de utilizagao de vetores doadores grandes contendo marcadores de selegao. 

6.3 Xenopus laevis (Wang et al., 2015) 

Xenopus laevis sao modelos nao mamiferos investigados na biologia moderna desde 
os anos 1950, com importantes contribuigoes em areas como bioquimica, biologia molecular 
e do desenvolvimento. Neste exemplo, CRISPR foi empregada com sucesso para promover 
edigao genica em X. laevis pela primeira vez. Atraves da coinjegao do mRNA de Cas9 e de 
sgRNAs especificos, foram obtidos modelos com os genes ptfla/p48, associado a formagao 
do pancreas, e tyr (tirosinase), envolvido na pigmentagao, inativados. Para ptfla/p48, apenas 
um sgRNA foi injetado em embrioes de Xenopus, e uma taxa de eficiencia de edigao genica de 
50% foi observada. Para o gene tyr, dois sgRNAs foram injetados, um para cada par de genes 
(tyra e tyrb). A tecnica mostrou-se extremamente eficiente, com taxas de sucesso variando 
de 87,5 a 100%. Esses resultados demonstraram que CRISPR pode ser utilizada para avaliar 
caracteristicas fenotipicas precocemente em embrioes G 0 de X. laevis. 

6.4 Zebrafish (Di Donato et al., 2016) 

Devido ao tamanho, tempo rapido de geragao e transparency dos tecidos, o peixe- 
zebra (ou peixe paulistinha) tern sido cada vez mais utilizado como um modelo em biologia 
do desenvolvimento e neurobiologia. Neste contexto, a capacidade de se inativar genes-alvo 
em tecidos ou ate mesmo populagoes de celulas especificas, permitindo ao mesrno tempo a 
sua identificagao e isolamento posterior, e extremamente desejavel. 

Neste exemplo, os pesquisadores obtiveram uma linhagem de peixe transgenica 
expressando constitutivamente um sgRNA direcionado a inativagao do gene da tirosinase, 
essencial para a sintese de pigmento, alem de conter o gene Cas9 fusionado a um reporter 
GFP via um peptideo viral do tipo 2A (Cas9:P2A:GFP), ambos sob controle do promotor 
exogeno Gal4. Esse sistema permite a expressao de Cas9 de modo controlado ao se cruzar 
essa linhagem com uma das muitas disponiveis expressando o fator de transcrigao Gal4 sob 
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controle de promotores celula ou tecido-especificos. Alem disso, a construgao Cas9:P2A:GFP faz 
com que durante a tradugao do transcrito de fusao, as protelnas Cas9 e GFP sejam separadas 
pela autoclivagem da sequencia peptldica P2A, permitindo a identificagao qualitativa e 
quantitativa da expressao de Cas9 baseada na fluorescencia do GFP. Como prova de conceito 
da ferramenta gerada, o cruzamento dessa linhagem de peixe com uma linhagem Rx2-Gal4 
especifica dos primordios oticos embrionarios resultou em peixes com defeitos de pigmentagao 
em celulas da retina. Conforme o esperado, as mesmas populagoes celulares afetadas pela 
falta de pigmentagao mostraram-se GFP positivas, o que tambem permite o seu isolamento 
por citometria de fluxo para estudos bioquimicos futuros. 

6.5 Camundongos (Maddalo et al., 2014) 

Camundongos (Mus musculus ) sao provavelmente o modelo biologico mais 
extensivamente utilizado na pesquisa biomedica. Apesar das facilidades de manipulagao 
genetica e o vasto conhecimento acumulado sobre a sua biologia, diversos aspectos de doengas 
humanas dificilmente sao reproduzidos nesse modelo animal. Particularmente, a modelagem 
de sindromes neoplasicas associadas a mutagoes somaticas restritas a orgaos especificos e 
muito limitada nas abordagens classicas de transgenia. 

No exemplo seguinte, os pesquisadores buscaram reproduzir em camundongo uma 
mutagao somatica recorrente em tumores pulmonares do tipo Carcinoma de Celulas Nao 
Pequenas (CNPC, em ingles). 0 desafio foi recapitular precisamente a mutagao recorrente em 
pacientes humanos, nao no organismo todo, mas sim de forma localizada no tecido pulmonar. 
Para isso, um vetor adenoviral foi utilizado para administrar a proteina Cas9 em conjunto 
com dois sgRNAs nos pulmoes de camundongos via infiltragao. Os sgRNAs tinham como alvo 
introns dos genes Aik e Eml4, frequentemente envolvidos em uma inversao responsavel pela 
formagao do oncogene Eml4-Alk, comum nos tumores CNPC. Como resultado, os camundongos 
tratados desenvolveram tumores pulmonares do tipo CNPC com patologia extremamente 
similar a dos tumores humanos. Os tumores continham a presenga do oncogene Eml4-Alk, 
cuja origem pode ser relacionada a indugao de quebras no DNA pela proteina Cas9 associada 
aos sgRNAs utilizados. Essa estrategia permitiu a obtengao do primeiro modelo de CNPC 
em camundongos. Tambem permitiu, pela primeira vez, a experimentagao de terapias 
com inibidores especificos, ensaios de sensibilidade e de resistencia a diferentes drogas 
experimentais para o tratamento de CNPC em humanos (Garcia-Bloj et al., 2015). 

6.6 Ratos (Bakondi et al., 2016) 

Um alelo mutante do gene da rodopsina ( Rho ) e considerado uma das causas mais 
associadas a retinite pigmentosa (RP), uma doenga genetica com carater autossomico dominante. 
Ratos contendo o alelo de camundongos RhoS334 desenvolvem similaridades fenotipicas 
com a RP humana, sendo um modelo-chave para o estudo desta patologia em humanos. 

Neste exemplo, CRISPR foi utilizada para inativar in vivo a versao mutante do alelo 
Rho. Um sgRNA especifico para o alelo mutante foi projetado diferindo do alelo selvagem 
por possuir uma substituigao de G por A na posigao 10 do sgRNA e uma base G (TGG) ao 
inves de C (TGC) formando o motivo PAM, essencial para a atividade da Cas9. Os animais 
receberam uma injegao sub-retinal de um plasmideo contendo o sgRNA e a sequencia da 
Cas9, seguida de eletroporagao in vivo. Posteriormente, as celulas da retina foram isoladas 
e genotipadas, com edigao genica presente em ate 36% especificamente nos alelos mutantes. 
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Em comparagao com o grupo controle, que geralmente apresenta degeneragao total da retina 
28 dias apos o nascimento, foi observada uma melhora significativa no numero de camadas 
de fotorreceptores, prevengao da degeneragao de retina e melhora na fungao visual dos 
animais editados in vivo via CRISPR. Este foi o primeiro exemplo de corregao in vivo de uma 
doenga autossomica dominante utilizando a tecnica, abrindo portas para o emprego desta 
tecnologia em aplicagoes semelhantes em humanos. 

6.7 Cabras (Ni et al., 2014) 

Caprinos posicionam-se como uma especie estrategica para a manipulagao genetica, 
tanto para o estudo de doengas humanas quanto para a produgao de proteinas terapeuticas, 
tendo como maior exemplo a aprovagao para o uso humano de uma antitrombina humana 
recombinante purificada a partir do leite de cabras transgenicas (Kling, 2009). 

Estes pequenos ruminantes possuem um intervalo entre geragoes de cinco meses, o que 
limita a aplicagao de multiplas modificagoes geneticas utilizando-se tecnicas tradicionais pelo 
tempo e alto custo envolvido. Entretanto, o advento das nucleases para edigao de DNA esta 
mudando este panorama, permitindo que diversos locos sejam editados concomitantemente. 
Neste exemplo, CRISPR foi empregada com sucesso para o nocaute simultaneo de ate quatro 
genes codificadores para proteinas envolvidas na regulagao do crescimento muscular 
(miostatina - MSTN ), doenga neurodegenerativa (proteina do prion - PrP), modelo para o 
estudo de doengas cardiacas (nucleoporina - NUP ) e alergia ao leite (beta-lactoglobulina - 
BLG) em fibroblastos caprinos. Surpreendentemente, foram obtidas colonias com nocautes 
bialelicos nos quatro genes-alvo em apenas uma cotransfecgao de quatro plasmideos contendo 
os sgRNAs especificos para cada gene em conjunto com o gene para a Cas9. Duas colonias 
contendo mutagoes bialelicas para MSTN foram utilizadas na clonagem por transferencia 
nuclear de celulas somaticas, resultando em tres clones nascidos, dos quais dois sobreviveram. 
Todos os animais foram genotipados por RFLP e confirmaram as mesmas mutagoes oriundas 
das celulas doadoras de nucleo para a clonagem. Possiveis sitios de clivagens fora de MSTN 
( off-targets ) foram investigados nos animais clonados, mas nenhuma edigao genica alem 
da esperada foi observada. Em adigao, nao foi detectada expressao de MSTN no tecido 
muscular dos clones caprinos. Alem da edigao de DNA em celulas associada a clonagem 
para a obtengao de cabras geneticamente modificadas, CRISPR foi empregada com sucesso 
para o nocauteamento de genes tambem por meio da microinjegao de zigotos (Wang et al., 
2015). Esses resultados demonstram a versatilidade do sistema para animais de produgao 
e abrem portas para modificagoes mais complexas, que certamente estao por vir. 

6.8 Bovinos (Heo et al., 2015) 

Bovinos sao especies de destacado interesse agropecuario, principalmente pela elevada 
produgao de carne e leite. A produgao de gado geneticamente modificado pode atender as 
demandas tanto da industria alimenticia quanto farmaceutica, mas atualmente ainda esbarra 
na relativa ineficiencia das tecnicas para a modificagao genetica, como gene-targeting em 
celulas somaticas, clonagem e microinjegao de zigotos. 

Buscando encontrar alternativas eficientes para a manipulagao do genoma bovino, 
pesquisadores utilizaram CRISPR para editar o genoma de celulas-tronco pluripotentes 
induzidas (iPSCs) e para introduzir o gene da proteina verde fluorescente (GFP) precisamente 
no genoma tanto de iPSCs quanto de embrioes bovinos. iPSCs foram cotransfectadas com 
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um vetor com Cas9/sgRNA alem de um vetor doador contendo GFP e o gene de resistencia 
ao antibiotico puromicina. A tecnica foi altamente eficiente, com 100% de integragao no 
referido loco e expressao de GFP confirmada por citometria de fluxo nas colonias resistentes 
ao antibiotico. Para verificar a eficiencia do sistema na produgao de embrioes transgenicos, 
o mRNA de Cas9 e o gRNA foram coinjetados em zigotos juntamente com o vetor doador para 
a insergao por recombinagao homologa de GFP no intron 1 do gene NANOG. Esta estrategia 
obteve sucesso, com ate 13,9% de blastocistos expressando GFP. 

Apesar do sucesso das manipulagoes geneticas in vitro, ainda nao foram descritos 
bovinos nascidos vivos com o genoma editado por CRISPR. Entretanto, o ja reportado sucesso 
de outras nucleases de edigao de DNA, como TALENs e ZFNs (Tan et al., 2016), aliado aos 
expressivos resultados obtidos in vitro (Heo et al., 2015; Jeong et al., 2015), sugerem que o uso 
de CRISPR para produzir bovinos geneticamente modificados e apenas uma questao tempo. 

6.9 Caes (Zou et al., 2015) 

Caes sao especies domesticas que, alem de animais de companhia, sao extremamente 
uteis como modelos para pesquisas biomedicas. Em razao de suas caracteristicas reprodutivas 
peculiares, modificagoes geneticas nesta especie sao raras. 

Neste exemplo, que e o unico trabalho publicado ate o presente momento empregando 
CRISPR em caes, os pesquisadores editaram o gene MSTN, responsavel pela produgao da 
protelna miostatina, reguladora negativa do crescimento muscular. Inicialmente foram 
realizados alotransplantes, em que embrioes microinjetados com o mRNA de Cas9 e um sgRNA 
direcionado a sequencia codificante de MSTN foram transferidos para femeas receptoras, 
mas nao resultaram em prenhezes viaveis. Em uma segunda estrategia, embrioes coletados 
em um dos ovidutos foram microinjetados e autotransplantados no oviduto contralateral 
da mesma femea. Esta estrategia obteve sucesso e, dos 27 caes nascidos, dois apresentaram 
edigao no gene MSTN, sendo um bialelico e o outro um mosaico. O animal com mutagao 
bialelica nao apresentou expressao de miostatina, e analises de ressonancia magnetica 
confirmaram o padrao esperado de dupla musculatura. Amostras de semen de um dos 
animais apresentaram as mutagoes esperadas em MSTN, confirmando que as modificagoes 
geneticas obtidas com o emprego de CRISPR em caes podem ser transmitidas para a linhagem 
germinativa. 


6.10 Suinos (Yang et al., 2015) 

Anualmente no Brasil cerca de 20.000 pessoas encontram-se na lista de espera para 
um transplante de orgaos (ABTO, 2015). Em proporgoes semelhantes, a alta demanda de 
orgaos para transplante e um problema global. O xenotransplante (transplante de orgaos 
animais em humanos) e visto como uma promissora solugao, no entanto, essa tecnologia e 
limitada ainda devido as fortes reagoes imunologicas cruzadas e ao risco de infecgao das 
celulas do paciente receptor por virus endogenos presentes no genoma (ou endoviroma) 
do animal doador. 

No exemplo seguinte, os pesquisadores se utilizaram de CRISPR para inativar todas 
as 62 copias retrovirais endogenas do genoma do porco (Sus scrofa domesticus ) em um 
unico passo. Dado o alto grau de similaridade entre as copias, a utilizagao de apenas dois 
sgRNAs mostrou-se suficiente para alvejar todo o endoviroma. Em seguida, os pesquisadores 
utilizaram um sistema de transfecgao baseado no transposon PiggyBac para introduzir os 
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sgRNAs e o gene da proteina Cas9 sob o controle de um promotor induzivel por doxiciclina 
em celulas PK15. Na presenga continua de doxiclina por 17 dias, um percentual significativo 
de populates clonais das celulas sofreu a inativagao completa do seu endoviroma por 
mutagoes induzidas pela Cas9. A estrategia nao induziu nenhuma mutagao secundaria 
detectavel, e as celulas resultantes mostraram-se virtualmente incapazes de infectar celulas 
humanas com virus endogenos de porco em cocultura. Os cientistas tambem reportaram a 
obtengao de clones de porcos obtidos atraves da transferencia nuclear de celulas somaticas, 
gerando a primeira linhagem de animais com inativagao completa do endoviroma. Essa 
estrategia foi nao somente um exemplo pioneiro de que CRISPR pode ser utilizada para 
edigao simultanea de locos repetitivos, mas tambem um passo significativo para tornar 
xenotransplantes uma alternativa viavel para milhares de pessoas na fila de espera para 
receber doagoes de orgaos (Servik, 2015). 

6.11 Macacos (Chen et al., 2015; Kang et al., 2015) 

Apesar de serem amplamente utilizados como modelos para o estudo de doengas, 
camundongos nem sempre reproduzem fidedignamente todas as caracteristicas de patologias 
observadas em humanos. Nesse contexto, metodos eficientes para a obtengao de modificagoes 
geneticas em macacos sao altamente desejaveis para pesquisas no campo biomedico, por 
estes apresentarem alta semelhanga genetica e fisiologica com a especie humana. 

Em um primeiro estudo (Chen et al., 2015), os pesquisadores demonstraram a 
capacidade de CRISPR em produzir macacos geneticamente modificados por meio da 
injegao de mRNA de Cas9 e de sgRNAs para os genes NR0B1, PPAR-y e RAG1 em zigotos. 
Foram obtidos animais nascidos vivos com mutagoes nos genes PPAR-y e RAG1 , mas nao em 
NR0B1. Essas mutagoes estavam presentes tambem na linhagem germinativa destes animais, 
indicando uma provavel capacidade de transmissao deste genotipo para sua progenie. 
Posteriormente, foram investigadas caracteristicas dos fetos abortados que apresentavam 
mutagoes em NR0B1 (Kang et al., 2015). Interessantemente, um destes fetos do sexo masculino 
reproduziu caracteristicas das doengas hipoplasia adrenal congenita (AHC) e hipogonadismo 
hipogonadotrofico (HH) em humanos, como defeitos no desenvolvimento do cortex da 
adrenal, arquitetura testicular anormal e, ao contrario do modelo murino para estas doengas, 
nao apresentou alteragoes nas celulas de Sertoli. Estas pesquisas corroboram a utilidade 
de CRISPR para a produgao de modelos mais fieis para o estudo de doengas humanas 
utilizando primatas nao humanos. 

6.12 Conclusoes 

Neste capitulo, buscamos apresentar uma gama diversa de estrategias de utilizagao da 
ferramenta CRISPR em modelos animais uteis para a pesquisa cientifica e para a resolugao 
de problemas de interesse biomedico e biotecnologico. No entanto, o pesquisador nao 
esta sob hipotese alguma limitado as especies listadas. O chamado “zoologico CRISPR” 
(Reardon, 2016) faz referenda digna ao crescente e ja diverso numero de especies animais 
que tern se mostrado trataveis a tecnica, e ao fato de que novas descobertas e utilizagoes 
devem aparecer rapidamente. Portanto, o espetacular e ainda crescente impacto dessa 
tecnologia se justifica pela sua eficiencia e versatilidade: em primeiro lugar ela tornou 
extremamente rapidos experimentos outrora longos e tediosos mesmo em animais-modelos 
amplamente utilizados; em segundo lugar, e talvez de modo ainda mais importante a longo 
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prazo, ela tornou posslvel a realizagao desses experimentos em modelos antes recalcitrantes 
a manipulagao genetica. 

Desde o estabelecimento da genetica e biologia molecular, barreiras tecnicas 
representadas pela impossibilidade de se modificar o DNA de diversas especies impediram 
o avango do conhecimento especifico em animais de maior interesse pratico. A descoberta e 
ampla aplicabilidade da tecnica de CRISPR significou um rompimento quase imediato dessas 
barreiras, tornando o futuro outrora promissor da biotecnologia em diversas especies animais 
uma realidade instantanea. Tamanho poder e facilidade de uso identificados em tao pouco 
tempo sao indicadores de que a comunidade cientifica ainda esta longe de compreender 
todo o potencial desta ferramenta, e e certo dizer que, no momento, as limitagoes a sua 
utilizagao residem principalmente na disponibilidade de recursos, barreiras eticas, e na 
criatividade e conhecimento dos pesquisadores. 


7. Celulas humanas 

7.1 Introdugao 

Estudos in vitro representam estrategias importantes na investigagao de fungoes 
genicas e de mecanismos moleculares de doengas geneticas. Modelos celulares permitem 
uma avaliagao controlada das consequencias moleculares quando um gene e alterado 
ou quando fatores externos sao modulados. Testes farmaceuticos de toxicidade e analise 
do efeito de drogas na fisiologia celular sao exemplos da importancia destes modelos na 
pesquisa cientifica, ainda que nao representem toda a complexidade de um organismo, algo 
tambem essencial para uma investigagao completa. Tanto nos campos da pesquisa basica 
quanto da aplicada, a edigao genomica de celulas humanas utilizando a tecnica de CRISPR 
representa uma ferramenta revolutionary, visto que a possibilidade de se induzir alteragoes 
especificas no genoma de um tipo celular de interesse, de forma relativamente simples e 
eficiente, abre caminho para descobertas grandiosas sobre como nossos genes interagem 
com o ambiente e ate mesmo como partes diferentes de cada um deles sao importantes para 
o correto funcionamento do todo. 0 quebra-cabegas do genoma humano esta ainda mais 
perto de ser solucionado com o advento desta tecnologia, havendo diversas possibilidades 
de aplicagoes. Nesta segao, discutiremos algumas delas e tambem que tipos de perguntas 
podem ser respondidas em modelos celulares humanos editados por meio de CRISPR. 

Diversas publicagoes utilizando a tecnologia CRISPR em linhagens celulares vem 
surgindo desde que sua aplicagao foi descrita pela primeira vez. A indugao de knock-ins (He 
et al., 2016), knockouts (Aparicio-Prat et al., 2015; Chu et al., 2015; Schumann et al., 2015), 
substituigoes alelicas (Byrne et al., 2014; Mandai et al., 2015), grandes delegoes (Bauer et 
al., 2015), alem de alteragoes em celulas germinativas (Chapman et al., 2015; Wu et al., 
2015), foram relatadas visando responder a diferentes perguntas biologicas. Protocolos 
detalhados descrevendo diferentes metodologias de introdugao da maquinaria CRISPR em 
celulas-tronco e linhagens transformadas tambem j a foram publicados, e dois deles (Hendricks 
et al., 2015; Ran et al., 2015) estao sendo testados em nosso laboratorio, com o objetivo de 
se induzir mutagoes no gene FBN1 que, quando alterado, e responsavel pela ocorrencia da 
Sindrome de Marfan. O objetivo da indugao de modificagoes que levassem a perda de fungao 
deste gene ou a delegao de um exon especifico em uma mesma linhagem de celulas-tronco 
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pluripotentes humanas (hPSCs) e o estudo de correlagoes genotipo-fenotipo pouco estabelecidas 
para a sindrome. 

7.2 Substituigao alelica 

Visando tambem estudar correlagoes entre genotipo e fenotipo, Mandai e colaboradores 
(2015) descrevem uma estrategia de substituigao alelica interessante em termos de estudo 
do papel de polimorfismos em doengas geneticas humanas. Os autores analisaram o papel 
de um polimorfismo intronico no gene STK39 (serina-treonina quinase 39) relacionados a 
susceptibilidade a hipertensao em caucasianos, como demonstrado em estudos de associagao 
ampla do genoma (GWAS). Os GWAS sao bastante importantes na procura de mutagoes-alvo 
cuja correlagao com uma determinada caracterlstica existe no nivel populacional, mas nao 
foi estudada em termos moleculares. Para induzir a alteragao pretendida, os pesquisadores 
utilizaram um par de Cas9 nickases human-codon optimized contendo um sinal de localizagao 
nuclear ( nuclear localization signal, NLS) codificadas pelo plasmldeo hCas9_D10A (Addgene 
#41816 - Mali et al., 2013) sob o promotor de citomegalovirus (CMV) com o terminador 
timidina quinase (TK). As nickases sao nucleases que geram quebras de simples fita no 
DNA sendo, portanto, mais especificas. Alem da nuclease, gRNAs complementares a regiao 
polimorfica de STK39 a ser substituida foram escolhidos e clonados no vetor gRNA_Cloning 
Vector (Addgene #41824- Mali et al., 2013) sob o promotor U6 da RNA Polimerase III com o 
sinal de terminagao “tttttt” (U6/T 6 ). Uma sequencia de oligodesoxinucleotideos simples 
fita (ssODN) doadora com bragos de homologia complementares as extremidades da regiao 
polimorfica tambem foi transfectada em conjunto com os plasmideos citados. Desta forma, 
os autores geraram a substituigao de um unico nucleotideo (rs3754777A>G) em celulas 
HEK293T. As celulas efetivamente alteradas foram selecionadas considerando-se a presenga 
de um sitio de restrigao diferencial gerado pela alteragao alelica. Para estudar que tipos de 
alteragoes moleculares o polimorfismo gerava, os autores analisaram a taxa de expressao 
do gene editado em linhagens homozigotas ou heterozigotas e notaram que a substituigao 
alelica intronica provocava aumento da transcrigao deste gene. Tambem foi visto que a 
quantidade de proteina fosforilada estava aumentada nas celulas editadas e que isso se 
devia ao aumento da transcrigao genica e nao a um aumento na taxa de fosforilagao com 
relagao a quantidade total de proteina. Outras proteinas da via de sinalizagao da qual STK39 
participa tambem estavam aumentadas e, considerando-se que a via em questao tern papel 
na regulagao da pressao arterial, as alteragoes encontradas podem explicar o aumento da 
susceptibilidade a hipertensao encontrado em pessoas portadoras da variante estudada. 

Outro estudo que demonstrou sucesso na substituigao alelica foi o de Byrne e 
colaboradores (2014). Os autores promoveram a substituigao de 2,7 kb de um dos alelos 
do gene humano THY1 (CD90) em celulas-tronco pluripotentes induzidas humanas (iPSCs) 
por seu homologo murino ( Thyl ). Para isso, construiram um vetor de expressao da enzima 
Cas9 human-codon optimized contendo um NLS a partir da clonagem deste gene entre 
um promotor EFla e a sequencia de poliadenilagao do hormonio de crescimento bovino 
(bGH poli-A) no plasmideo pCDNA3, e sintetizaram diferentes gRNAs (U6/T 6 ) cujos alvos eram 
regioes proximas as extremidades de THY1. Tambem foi construido um vetor de substituigao 
contendo a sequencia de Thyl flanqueada por bragos de homologia complementares as regioes 
externas aos sitios de corte no gene humano. Foram observadas substituigoes monoalelicas 
e bialelicas, em baixas frequences, como normalmente observado para alteragoes mediadas 
por reparo dependente de homologia (HDR). Outras alteragoes tambem foram observadas, 
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como delegoes da regiao-alvo de THY1 sem posterior insergao de Thyl em um ou dois alelos. 
Surpreendentemente, quando apenas um gRNA (em vez de dois) tendo como alvo THY1 foi 
utilizado, a substituigao aconteceu com maior frequencia. 0 metodo de entrega dos vetores foi 
a nucleoporagao, e a utilizagao de plasmideos doadores linearizados diminuiu a eficiencia do 
processo, visto que este metodo e mais eficaz para a entrega de vetores circulares. Os autores 
tambem encontraram uma correlagao entre tamanho dos bragos de homologia e eficiencia 
de substituigao, chegando a um tamanho otimo de 2 kb, alem de determinar que a geragao 
de uma quebra de dupla fita, em vez de duas, e uma estrategia melhor para evitar inversoes 
ou delegoes, sendo mais eficiente para substitutes. 


7.3 Delegao de sequencias genicas 

Outra interessante aplicagao da tecnica CRISPR foi demonstrada por Aparicio-Prat e 
colaboradores (2015), que descrevem uma estrategia para o nocauteamento de sequencias 
genicas, incluindo as de longos RNAs nao codificadores (IncRNAs). O estudo dos papeis biologicos 
deste tipo de RNA e dificultado pelo fato de experimentos de knockdown por RNAi serem 
frequentemente ineficientes nesses casos. A estrategia utilizada para nocaute foi a delegao 
de promotores de dois proto-oncogenes de IncRNAs em linhagens celulares transformadas, 
sendo um deles o MALAT1. A delegao de promotores para eficiente silenciamento genico e 
uma ferramenta interessante e apresenta vantagens em comparagao a estrategia de delegao 
de genes inteiros, como o fato de o alvo ser menor e nao variar tanto de tamanho como 
acontece com o corpo genico total. A delegao de sequencias menores pode garantir, com 
maior grau de certeza, que a perda de fungao do gene e a razao de uma eventual alteragao 
de fenotipo, visto que a delegao de largas sequencias pode levar a rearranjos nao previstos. 
Outro destaque do protocolo e a clonagem de duas sequencias de gRNA utilizando apenas 
um fragmento de DNA em um unico plasmideo lentiGuide-Puro (Addgene #52963 - Sanjana 
et al., 2014), ja que o metodo frequentemente utilizado para a delegao de sequencias e a 
indugao de duas quebras de dupla fita, de forma que o fragmento de interesse seja excisado. 
0 plasmideo derivado, denominado pDECKO, continha dois diferentes gRNAs, um sob o 
promotor U6 e outro sob o promotor HI, alem do terminador T 6 . Para a efetiva edigao, 
pDECKO foi transfectado nas linhagens celulares de interesse em conjunto com um vetor 
contendo o gene da Cas9 human-codon optimized com um NLS, o lentiCas9-Blast (Addgene 
#52962 - Sanjana et al., 2014), expresso sob o promotor EFS e com terminador bGH. 

Quando o promotor de MALAT1 foi deletado, observou-se redugao quase total da 
expressao de seu IncRNA, o que demonstra a eficiencia da estrategia. Alem disso, tambem 
foi visto que os mutantes apresentavam redugao das taxas de proliferagao celular, o que e 
condizente com o papel oncogenico esperado para MALAT1. 

Apesar das desvantagens descritas acima, a delegao de largas sequencias genomicas 
pode ser essencial em alguns casos e trabalhos, como o de Bauer e colaboradores (2015) 
demonstram a factibilidade dessa estrategia utilizando a tecnica de CRISPR. Os autores 
induziram a perda da fungao do gene Piml, de tamanho maior que 5 kb, por meio de sua 
delegao completa e, para isso, desenharam dois gRNAs cujas sequencias-alvo flanqueavam o 
gene de forma que um fragmento de tamanho total de 8 kb fosse excisado quando as quebras 
de dupla fita fossem geradas. Os gRNAs foram clonados no plasmideo pX330 (Addgene #42230 
- Cong et al., 2013) que ja content U6/T 6 . Este vetor tambem content o gene codificador da 
Cas9 human-codon optimized com NLS, sob o promotor CBh e com terminador bGH. Para 
analise do sucesso do nocauteamento, eles verificaram a perda da expressao do mRNA de 
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Piml por RT-PCR quantitative e observaram ausencia total de expressao nos clones com 
delegao bialelica. Apesar de esta mutagao ter sido induzida em uma linhagem celular de 
camundongo (MEL), a estrategia e valida para celulas de mamiferos em geral. 

7.4 Inativagao genica 

0 nocauteamento genico tambem foi feito por Chu e colaboradores (2015), mas 
utilizando outra metodologia. 0 objetivo dos autores era investigar a fungao do gene MUC18 
em uma cultura primaria de celulas epiteliais de vias aereas, extremamente importantes na 
defesa do corpo contra particulas prejudiciais, como poluentes e patogenos. MUC18 ja foi 
descrito como potencial promotor de metastases quando superexpresso em celulas humanas 
de melanoma maligno. Sendo um gene codificador de uma proteina da superfamilia das 
imunoglobulinas, os autores decidiram investigar seu papel inflamatorio em culturas primarias 
de celulas epiteliais de via aerea e, para isso, utilizaram a estrategia de indugao de apenas 
uma quebra de dupla fita imediatamente a 3' do codon de iniciagao (primeiro ATG), de 
forma que o reparo por jungao nao homologa de extremidades (NHEJ) resulte na formagao 
de delegoes e insergoes ( indels ) e consequente mudanga de quadro de leitura, nocauteando 
funcionalmente o gene. 0 metodo de entrega da maquinaria CRISPR foi o lentivirus contendo 
o vetor lentiCRISPRvl (Shalem et al., 2014), que carrega os genes codificadores do gRNA 
(U6/T 6 ) e da Cas9 human-codon optimized contendo um NLS sob o promotor EFS e com 
elemento regulatorio pos-transcricional WPRE. Sendo este um metodo integrativo, a 
expressao do gRNA, da Cas9 e tambem do gene de resistencia a puromicina codificado 
pelo mesmo vetor torna-se constitutiva e estavel. As quebras de dupla fita podem acarretar 
em diferentes alteragoes em diferentes celulas, visto que a geragao de indels por reparo 
nao homologo e aleatoria, e, por isso, a populagao resistente a puromicina selecionada e 
heterogenea quanto a alteragao especifica em MUC18, havendo celulas com efetiva perda 
de fungao genica e celulas cujo indel gerado nao acarretou em mudanga do quadro de 
leitura. Analise da expressao do mRNA de MUC18 nas linhagens editadas provenientes 
de dois diferentes doadores demonstrou redugao de 93% e 84% quando comparados aos 
seus respectivos controles. Tambem nao foi detectada a expressao da proteina MUC18 por 
western blot. 0 papel proinflamatorio de MUC18 foi avaliado por meio da estimulagao das 
linhagens editadas com agonistas de receptores toll-like, que mimetizam componentes virais 
e bacterianos. Foi observado que a produgao da interleucina-8 (IL-8), uma das principals 
citocinas proinflamatorias, estava significantemente reduzida nas celulas nocaute para 
MUC18. Apesar de ser um exemplo de sucesso quanto a aplicagao da tecnica CRISPR na 
indugao de alteragoes em celulas humanas primarias, a estrategia utilizada no trabalho 
apresenta algumas limitagoes, como apontado pelos proprios autores. Uma delas e a obtengao 
de uma populagao heterogenea de celulas editadas, em que proteinas funcionais ou com 
alteragoes podem ainda estar sendo expressas, acarretando em prejuizo para a analise de 
perda de fungao. Alem disso, a expressao constitutiva da maquinaria de CRISPR gerada 
pela integragao pode ocasionar mudangas na fisiologia celular que nao necessariamente se 
relacionam ao nocaute especifico de MUC18. Ainda assim, considerando-se a dificuldade de 
se trabalhar com culturas celulares primarias, o trabalho demonstra-se bastante importante 
no campo de edigao genomica. 

Schumman e colaboradores (2015) tambem descrevem o nocauteamento genico em 
uma linhagem celular primaria, mas usando uma metodologia diferente de entrega da 
maquinaria de edigao genomica. Os autores utilizaram uma ribonucleoproteina (RNP) Cas9, 
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ou seja, uma Cas9 complexada a um gRNA transcrito in vitro, que tinha como alvo a regiao 
exonica do gene CXCR4. A transcrigao do gRNA foi feita utilizando-se a T7 RNA polimerase e 
um molde de DNA contendo a sequencia de interesse sob o promotor T7. A Cas9 foi expressa 
em bacterias Escherichia coli a partir do plasmideo pMJ915 (Addgene #69090 - Lin et al., 2014), 
que content o gene codificador da enzima com dois NLS sob o promotor e terminador T7. Apos 
purificagao, a nuclease foi complexada com o gRNA sintetizado. 0 gene CXCR4 codifica um 
correceptor utilizado pelo virus HIV para sua entrada em celulas T CD4 + . Apos eletroporagao 
de celulas T primarias com a RNP Cas9, analise por citometria de fluxo revelou a existencia 
de populagoes diferentes quanto a expressao de CXCR4, sendo a baixa expressao da proteina 
condizente de forma dose-dependente com a quantidade de ribonucleoproteina introduzida. 
Analise do pool de celulas das diferentes populagoes demonstrou a existencia de mutagoes 
no gene CXCR4 apenas no grupo com baixa expressao que recebeu a maquinaria de edigao, 
enquanto o mesmo nao foi observado para celulas controle. De forma interessante, foi 
visto que populagoes celulares eletroporadas que mantiveram alta expressao de CXCR4 nao 
apresentavam mutagoes de terminagao prematura da sequencia codificadora, mas somente 
delegoes in frame e mutagoes missense. Os autores tambem testaram a eficiencia do metodo 
RNP Cas9 na substituigao alelica mediada por HDR. Testando diferentes concentragoes de 
uma sequencia ssODN doadora que visava substituir parte do gene CXCR4 de forma que a 
sequencia-alvo do gRNA utilizado fosse deletada e substituida por um sitio de restrigao de 
Hindlll, eles observaram altas taxas de perda de expressao de CXCR4. 

7.5 Integragao de sequencias exogenas ( knock-in ) 

Ao contrario dos trabalhos descritos acima, He e colaboradores (2016) descrevem 
um metodo de geragao de knock-ins genicos independente do mecanismo HDR que, como 
mencionado, costuma ser pouco eficiente. Utilizando vetores doadores contendo uma sequencia 
codificadora de GFP nao flanqueada por bragos de homologia, os autores induziram, com 
sucesso, a insergao do gene reporter no genoma celular. A ausencia de bragos de homologia 
no vetor doador impede que o mecanismo HDR seja ativado quando a quebra de dupla fita e 
gerada, sendo recrutada, portanto, apenas a maquinaria NHEJ. Para a indugao da edigao, foram 
utilizados vetores plasmidiais de expressao da Cas9 human-codon optimized convencional, 
hCas9 (Addgene #41815), ou nickase, hCas9_D10A (Addgene #41816), ambos de Mali et al. 
(2013). Como ja mencionado para o segundo, o promotor utilizado para expressao da nuclease 
nestes vetores e o CMV e o terminador e o TK, alern de a sequencia genica possuir um NLS. 
Tambem foram utilizados vetores de expressao de gRNAs especificos para uma regiao do 
gene GAPDH sintetizados de forma a conter U6/T 6 , alem de vetores contendo uma sequencia 
eGFP flanqueada ou nao por bragos de homologia complementares a regiao-alvo. O objetivo 
era a indugao de quebras de dupla fita no gene endogeno e a insergao da sequencia eGFP na 
mesma regiao por HDR ou NHEJ, de forma que a celula editada passasse a ser GFP-positiva. 
Quando o vetor contendo bragos de homologia foi utilizado, o mecanismo de reparo acionado 
para que a sequencia eGFP fosse inserida deveria ser o HDR. Os autores observaram uma 
eficiencia de menos de 1% de expressao de GFP em uma linhagem de celulas-tronco embrionarias 
humanas (hESCs) utilizando este metodo. A eficiencia em celulas transformadas (L02 e 
HEK293T), apesar de maior, foi de, no maximo, 5,97%. Quando uma Cas9 nickase foi utilizada, 
a eficiencia de insergao do gene eGFP foi ainda menor. Entretanto, quando foi utilizado um 
vetor doador com uma sequencia eGFP nao flanqueada por bragos homologos a regioes do 
gene GAPDH, mas contendo tambem um ou dois gRNAs cujo alvo era o proprio plasmideo 
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doador, foi observado um aumento bastante significativo da eficiencia de knock-in (mais de 
15% comparado a 5,97% em celulas L02). Surpreendentemente, quando dois gRNAs cujos alvos 
eram cada uma das extremidades da sequencia eGFP do plasmideo doador foram utilizados, a 
eficiencia foimenor que quando apenas um gRNA deste tipo foiinserido. Os autores testaram 
este sistema tambem para a insergao do GFP reporter em genes silenciados e obtiveram 
sucesso. Da mesma forma, comprovaram que a estrategia de knock-in mediado por NHEJ 
funciona em hESCs, apesar de em frequencia muito mais baixa que em L02. 


7.6 Editpao genetica em espermatogonias 

Dentre outros tipos celulares que ja foram alvo de edigao genomica utibzando a tecnica 
CRISPR estao as espermatogonias de ratos. Chapman e colaboradores (2015) nocautearam 
dois genes, entre eles o Epstil, visando uma prova de principio de que mutagoes geradas 
neste tipo celular usando essa tecnologia seriam herdadas. 0 metodo utilizado para nocaute 
de Epstil foi a eletroporagao do vetor codificador da enzima Cas9 pX330 (Cong et al., 2013 - ja 
mencionado) clonado com gRNAs especificos para o gene de interesse junto com um vetor 
portador do gene Neo, que confere resistencia ao antibiotico geneticina (G418). As celulas 
submetidas ao processo foram, ou nao, selecionadas e posteriormente transplantadas em 
tubulos seminiferos de ratos recipientes. Apos pareamento com femeas selvagens para o 
gene, foram gerados animais mutantes heterozigotos tanto nos casos de espermatogonias 
selecionadas quanto com as nao selecionadas. Porem, as proles de animais recipientes 
transplantados com celulas editadas que foram selecionadas quanto a resistencia ao antibiotico 
geraram tres vezes mais mutantes. Mutagoes de diferentes tipos foram observadas, sendo 
56% de mudanga de quadro de leitura e as restantes, delegoes in frame. Dessa forma, foi 
comprovada a transmissao de mutagoes geradas em celulas germinativas utilizando CRISPR. 
Apesar de os experimentos descritos no trabalho terem sido feitos em celulas nao humanas, 
demonstram a possibilidade de utilizagao desses modelos, junto com a tecnologia de edigao 
genomica, para o estudo de genes relacionados a infertilidade em humanos que possuem 
homologos em roedores, por exemplo. 

As diferentes estrategias descritas sao apenas algumas das muitas que ja foram e 
ainda serao desenvolvidas usando tecnicas de edigao genomica. A figura 4 ilustra algumas 
delas. As possibilidades de perguntas biologicas que podem ser respondidas empregando 
esta tecnologia sao inumeras e colaboram cada vez mais para que avangos nos campos da 
Genetica e da Biologia Molecular sejam alcangados. 
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1. Introdugao 

Veremos neste capitulo algumas interessantes otimizagoes de CRISPR que visam a: 

(i) aumentar a eficiencia de recombinagao homologa, por meio da inibigao da via de NHEJ, 

(ii) edigao de multiplos alvos simultaneamente (multiplex CRISPR), (iii) geragao eficiente de 
celulas e animais com mutagoes homozigoticas (MCR) e (iv) sistemas baseados na administragao 
apenas de gRNA (especies transgenicas para Cas9). 


2. Inibigao da via NHEJ 

Introdugao 

O reparo de DNA e essencial para a manutengao da viabilidade celular, pois ele 
resguarda a integridade genomica. Dentre as varias lesoes que podem ocorrer no DNA, 
destacam-se as quebras de fita dupla (DSBs - Double Strand Breaks), por serem potencialmente 
as mais deleterias, pois caso nao sejam reparadas, elas podem resultar em perda de material 
genetico (Vartak e Raghavan, 2015). Em cada celula de mamiferos ocorrem ao redor de 
10 DSBs por dia. Essas quebras podem ocorrer de forma endogena ou por fontes exogenas, 
como a radiagao ionizante (Burma et al., 2006; Vartak e Raghavan, 2015). As principals vias 
de reparo de DSBs sao a HDR e NHEJ (Lieber, 2010; Wyman e Kanaar, 2006). O reparo por 
NHEJ ocorre durante todo o ciclo celular, enquanto o reparo HDR esta tipicamente ativo na 
fase de S e G2 , quando os cromossomos estao duplicados (Deriano e Roth, 2013; Mali et al., 
2013; Wang et al., 2013; Yang H, et al., 2013). No processo HDR, o reparo se da por meio de 
uma fita molde homologa a regiao da quebra do DNA, permitindo que o reparo seja preciso. 
Ja no caso de NHEJ, o reparo envolve a adigao ou delegao de algumas bases, resultando em 
alteragoes na sequencia nucleotidica (Lieber, 2010). 

A compreensao dessas duas vias de reparo tern sido essencial para aumentar a eficiencia 
de ferramentas de edigao genomica como a CRISPR, pois varias dessas abordagens induzem 
DSBs no DNA a fim de introduzir no genoma um determinado fragmento de interesse ou 
possibilitar a substituigao alelica. A eficiencia dessa insergao/substituigao alelica vai depender 
de qual dos dois principals mecanismos de reparo (NHEJ/HDR) for induzido em resposta 
as quebras (Maruyama et al., 2015). Mesmo na presenga de um DNA doador, NHEJ e mais 
frequente do que HDR, e a inativagao da primeira passa a ser uma estrategia interessante 
quando se objetiva edigoes geneticas precisas (tipicamente mediadas pela HDR) (Basu et 
al., 2015; Chu et al., 2015; Maruyama et al., 2015; Robert et al., 2015). 


Estrategias de inibigao 

O processo de reparo NHEJ possui varias etapas, nas quais existem moleculas que 
executant papeis fundamentals (vide cap. 2, figura 4). As proteinas do complexo Ku (Ku70 e 
Ku80), por exemplo, sao as responsaveis por se ligar as extremidades do DNA fragmentado e 
protege-las da degradagao aleatoria durante o reparo. Essas proteinas interagem com as DNA 
PKcs e com a nuclease Artemis formando o complexo DNA-PK/Artemis, o qual rege a atividade 
endonucleolitica durante o reparo. A familia das polimerases X (Pol p e Pol A) tambem tern um 
papel essencial nessa via de reparo, pois essas enzimas sao as responsaveis pela polimerizagao 
das cadeias apos as DSBs. Por fim, o complexo DNA ligase IV-XRCC4-XLF age promovendo os 
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ajustes finais para a jungao da dupla fitas (Davis e Chen, 2013; Lieber, 2010; Ochi et al., 2015; 
Srivastava e Raghavan, 2015; Vartak e Raghavan, 2015) (vide cap. 2, Apendice). 

Apesar de alguns estudos utilizarem proteinas adenovirais para inativar a proteina 
p53, e consequentemente o reparo por NHEJ (Chu et al., 2015; Robert et al., 2015), a ampla 
maioria das abordagens tem se valido da inativagao das proteinas da via NHEJ, visando 
favorecer HDR (Basu et al., 2015; Chu et al., 2015; Maruyama et al., 2015; Robert et al., 2015; 
Vartak e Raghavan, 2015). As estrategias para esse fim sao inumeras e envolvem, por exemplo, 
o uso da tecnica de Interference por RNA (RNAi) ou determinados compostos quimicos para 
a inibigao do complexo Ku, do complexo DNA-PK/Artemis ou da DNA ligase IV (Beumer et 
al., 2013; Lin et al., 2014; Yu et al., 2015). 

Maruyama e colaboradores (2015), por exemplo, utilizaram a molecula Scr7 para 
inibir NHEJ em celulas e em embrioes de camundongos. Essa molecula se liga a DNA ligase IV, 
diminuindo sua afinidade por DSBs e consequentemente inibindo a sua fungao (Srivastava 
et al., 2012). Maruyama propos que a coinjegao do cassete CRISPR-Cas9 e Scr7 em zigotos 
de camundongos permitiria que eles se desenvolvessem normalmente e apresentassem 
eficiencia aumentada na insergao de fragmentos de interesse em seus genomas (Maruyama 
et al., 2015). Para testar essa hipotese, a eficiencia de Scr7 foiprimariamente mensurada em 
culturas celulares humanas (A549 e MelJuSo), expressando Cas9 e o sgRNA contra o gene 
TSG101. Essas celulas foram entao transfectadas com um plasmideo doador, e posteriormente 
a expressao de Cas9 foi induzida. A analise da insergao no sitio-alvo demonstrou que Scr7 
foi capaz de inibir NHEJ e aumentar a eficiencia do reparo HDR em ate tres vezes nas 
celulas A549 e dezenove vezes nas celulas MelJuSo. Assim, o proximo passo foi analisar a 
capacidade de Scr7 em aumentar a eficiencia de insergoes genomicas mediadas por CRISPR-Cas9 
em zigotos de camundongos. Para isso, o cassete CRISPR-Cas9 e Scr7 foram injetados em 
zigotos, e esses foram implantados em femeas pseudogravidas. Apos o nascimento da prole, 
a insergao em diferentes locos foi analisada e, assim como nas linhagens celulares (A549 e 
MelJuSo), foi observada a inibigao de NHEJ e o aumento da eficiencia de reparo por HDR 
(Tabela 1). Outros trabalhos tem corroborado esses dados, apontando para o potencial de 
Scr7 em aumentar a eficiencia de edigoes geneticas mediadas por sistemas CRISPR-Cas9 (Chu 
et al., 2015; Robert et al., 2015; Singh et al., 2015; Vartak e Raghavan, 2015). 

Entretanto, outras moleculas sao conhecidamente eficientes no bloqueio da via NHEJ, 
como os inibidores quimicos NU7441 e a KU-0060648, os quais se demonstraram capazes 
tambem de induzir HDR. Essa constatagao se deu a partir dos experimentos de Robert e 
colaboradores (2015), os quais comegaram suas analises silenciando por meio de RNAi 
componentes da via NHEJ em celulas humanas (HEK293/17). Para isso, essas celulas foram 
inicialmente transduzidas com o reporter TLR (Traffic Light Reporter ) e transfectadas com 
siRNAs contra DNA-PKcs e DNA-ligase IV. Posteriormente, vetores de expressao Cas9/sgRNA 
foram introduzidos nas celulas. A analise por citometria de fluxo revelou um silenciamento 
de aproximadamente tres vezes da DNA ligase IV e das DNA-PKcs concomitante ao aumento 
de HDR (Robert et al. 2015). A partir desses resultados, foi avaliado se inibigao quimica 
da agao dos mecanismos de reparo HDR seria capaz de produzir resultados similares aos 
observados apos o silenciamento por RNAi. Para esse proposito, as celulas TLR/293 foram 
inicialmente transfectadas com vetores expressando Cas9 e sgRNAs especificos contra os 
locos Rosa26 e TLR, e 16h depois elas foram expostas a NU7441 e KU-0060648. Os resultados 
demonstraram que essas moleculas sao eficientes na inibigao de NHEJ, sendo capazes de 
aumentar em ate duas vezes o reparo por HDR (Tabela 1). 
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Tabela 1 . Resumo das diferentes abordagens (citadas nessa segao) utilizadas para inibir NHEJ e aumentar 
HDR em edigoes genomicas mediadas por CRISPR-Cas9. 


Molecula ou 
estrategia 
utilizada 

Loco 

Efeito na NHEJ (% 
em relagao aos 
nfveis normais) 

Efeito na HDR 

Referenda 

Scr7 

TSG101 

Inibigao 

Aumento de 3x 

Maruyama et al., 2015 

Scr7 

TSG101 

Inibigao 

Aumento de 19x 

Maruyama et al., 2015 

Scr7 

Kell 

0% 

Aumento de 2x 

Maruyama et al., 2015 

RNAi contra 
LigaseIV ou 

Rosa26, TLR 

50% 

Aumento de 2-3x 

Robert et al., 2015 

DNA PKcs 





NU7441 ou 

KU-0060648 

Rosa26, TLR 

45% 

Aumento de 2x 

Robert et al., 2015 

RNAi contra 

Ku70 ou Ku80 

Rosa26, TLR 

63% 

Aumento de 2x 

Robert et al., 2015 

Scr7 

Rosa26, TLR 

70% 

Aumento de 2x 

Robert et al., 2015 

Adenovirus 





(proteinas 
E1BS5K e 

Rosa26, TLR 

12,50% 

Aumento de 3,5x 

Robert et al., 2015 

E4orf6) 





RNAi contra 
Ligase IV 

Rosa26 

60% 

Aumento de 3x 

Chu et al., 2015 

Scr7 

Rosci26 

40% 

Aumento de 5x 

Chu et al., 2015 

RNAi contra 





KU70 e Ligase 

Rosa26 

50% 

Aumento de 4-5x 

Chu et al., 2015 

IV 





Adenovirus 





(proteinas 
E1BS5K e 

Rosa26 

18% 

Aumento de 8x 

Chu et al., 2015 

E4orf6) 






A fim de mensurar o potencial da utilizagao de NU7441 e KU-0060648 na inibigao 
de NHEJ e estimulo de HDR, Maruyama e colaboradores (2015) realizaram uma analise 
comparativa com outros metodos descritos na literatura como siRNAs contra Ku70 e Ku80, 
inibidores da DNA-ligase IV (Scr7) e expressao ectopica das protelnas E1B55K e E4orf6 
(inibidores de p53) do adenovirus 5. A supressao de Ku70 e Ku80 por siRNAs na linhagem 
celular 293/TLRfoi seguida da introdugao de Cas9/sgRNAs e resultou na diminuigao de ate 
1,6 vez a atividade NHEJ, enquanto foi capaz de aumentar duas vezes a atividade de HDR. 
A inibigao da ligase IV pela Scr7 tambem foi tambem capaz de estimular o aumento de HDR 
em aproximadamente duas vezes. Ja a cotransfecgao de vetores expressando as proteinas 
E1B55K e E4orf6 do adenovirus 5 demonstrou ser a abordagem mais eficiente, pois diminui 
em ate oito vezes a atividade de NHEJ e aumentou mais de tres vezes a atividade de HDR. 
A analise comparativa entre essas diferentes metodologias realizada por Robert e colaboradores 
se baseou, entre outros, em um estudo previo conduzido por Chu e colaboradores (2015). 
Nesse trabalho foram comparadas as eficiencias de tres abordagens distintas em celulas 
humanas e de camundongos: (i) inibigao por RNAi ou por Scr7 da DNA ligase IV, (ii) inibigao 
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por RNAi de KU70 e KU80 (iii) coexpressao das proteinas E1B55K e E4orf6 do adenovirus 4. 
A inibigao da KU70 e da DNA ligase IV foi capaz de aumentar em ate cinco vezes a eficiencia 
de HDR, enquanto a estrategia que utilizou a coexpressao das proteinas E1B55K e E4orf6 foi 
capaz de aumentar a eficiencia de HDR em ate oito vezes e reduzir drasticamente o reparo 
via NHEJ (Tabela 1). 


Favorecimento de HDR em plantas 

0 controle dos niveis de reparo por NHEJ e HDR e igualmente essencial para a 
manipulagao precisa dos genomas de plantas, havendo muitos esforgos nesse sentido (Schiml e 
Puchta, 2016). Nesse contexto, um grande passo foi o desenvolvimento do sistema I-Scel-based 
in planta que permitiu taxas de sucesso na edigao genetica precisa maiores do que 1% em 
A. thaliana sem a necessidade de altas taxas de transformagao. Para esse metodo, tres T-DNAs 
sao utilizados: uma sequencia doadora, uma sequencia-alvo I-Scel e um sistema de expressao 
I-Scel. Tanto a sequencia doadora quanto a alvo possuem dois sitios de reconhecimento de 
I-Scel flanqueando suas sequencias cassete. Ja o sistema de expressao possui um promotor 
que quando induzido leva a expressao da endonuclease I-Sce. A ativagao dessa enzima 
promove simultaneamente a indugao de DSBs, a liberagao do cassete doador e a ativagao 
do cassete-alvo. A integragao da sequencia-alvo ocorre entao mediante o reparo das DSBs 
via HDR (Fauser et al. 2012). Assim, por meio desse sistema a planta pode ter o seu genoma 
editado de forma precisa em qualquer uma das celulas ao longo do seu desenvolvimento 
(Puchta e Fauser, 2013; Schiml e Puchta, 2016). Interessantemente, com a utilizagao da 
nuclease Cas9 foi possivel melhorar a eficiencia dessa abordagem substituindo a necessidade 
da utilizagao de tres sequencias por apenas uma contendo a sequencia doadora e o cassete 
de expressao Cas9/sgRNA (Schiml et al., 2013) (vide cap. 9 - GT in planta). 

Conclusoes 

Em suma, uma das principals limitagoes da integragao de transgenes/substituigao 
alelica por meio de CRISPR se devia ao reparo de DSBs ser frequentemente executado por 
NHEJ em vez de HDR. Entretanto, diversas abordagens desenvolvidas nos ultimos anos tern 
solucionado esse entrave, permitindo edigoes geneticas precisas, tanto em celulas animais 
quanto vegetais (Maruyama et al., 2015; Schiml e Puchta, 2016; Vartak e Raghavan, 2015). 


3. Multiplex CRISPR 

Introdugao 

Uma das grandes vantagens da tecnica de CRISPR e poder desenha-la para interagir 
com uma sequencia especifica de DNA (loco) atraves da enzima Cas9 (ou similar) e de 
moleculas de RNA (gRNAs). Entretanto, CRISPR pode ser projetada para reconhecer diversas 
sequencias, em genes diferentes, simultaneamente, o que e denominado de “multiplexing” 
ou “multiplex CRISPR”. Nesse caso, em um unico procedimento experimental diversas Cas9 
atuam em conjunto com multiplos gRNAs. Tais gRNAs podem ser desenhados para guiar 
Cas9 para atuar em diferentes genes, ou ainda em partes distintas de um mesmo gene, 
ampliando a possibilidade de inativagao ( knockout ) (Ran et al., 2013), insergao ( knock-in ) 
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(Platt et al., 2014) e ativagao genica (Konermann et al., 2014). Ao se adicionar gRNAs 
diferentes, podemos direcionar complexos Cas9/gRNA diferentes para regioes genomicas 
(locos) variadas. Se, por exemplo, desejamos intervir concomitantemente em dois genes 
diferentes (dois locos), basta adicionar os respectivos gRNAs para que a Cas9 atue nestes. 
Essa natureza programavel e irrestrita que exemplifica o enorme potencial dessa tecnica. 

Entretanto, assim como ocorre com toda nova tecnologia, ainda existem restrigoes para o 
seu uso. Atualmente, o principal limitante e a metodologia que introduz o complexo codificador 
de Cas9/sgRNA no nucleo celular, ao alcance do DNA. E uma das variaveis fundamentals e a 
dimensao (em pares de bases) dos vetores, sejam eles virais ou plasmidiais. Por exemplo, cada 
gRNA deve ser expresso por um promotor de RNA polimerase III (Pol III) distinto. Por isso, 
apesar de as sequencias de gRNA serem pequenas, com cerca de 100 nucleotideos, a insergao 
de diversos promotores e o sinal de terminagao (seis timinas - T 6 ) acarreta no aumento do 
tamanho total do vetor (figura 1A-B). Na pratica, o maior limitante do “multiplexing” acaba 
sendo a nossa competencia de transfectar celulas sem afetar a sua integridade. Ou seja, 
depende da capacidade de inserir o material genetico (vetor/plasmideo) de grande volume, 
limitando assim o numero de gRNAs a serem adicionados nesse contexto (figura 1 B-C). 
Um exemplo para dimensionar essa contengao e observar que a Cas9 mais utilizada no 
momento (proveniente de Streptococcus pyogenes, ou SpCas9) e codificada por um gene 
de aproximadamente 4,2 kb (Cong et al., 2013). Os mais eficientes vetores para transfecgao 
celular sao os vetores virais, como o AAV ( adeno-associated virus), e esses tern capacidade 
limite de empacotamento de DNA, ou seja, o volume de DNA que pode ser adicionado ao 
sistema, de aproximadamente 4,4 kb, restando pouco espago para insergao de multiplos 
gRNAs (Swiech et al., 2015). Todavia, novos metodos de clonagem possibilitam obtengao 
de construtos otimizados e mais enxutos, possuidores de multiplos promotores e gRNAs 
(figura 1 C-D). Alem disso, sao essenciais a utilizagao de promotores Pol III pequenos, como 
U6, e a utilizagao de sequencias bicistronicas virais (IRES ou 2A), as quais permitem a 
expressao simultanea de duas proteinas a partir de um unico promotor (Cas9 e GFP, por 
exemplo). A seguir, descreveremos diferentes abordagens para construgao de vetores que 
possibilitem a edigao simultanea de dois ou mais genes. 


Estrategias para construgao de vetores para multiplex 

Levando essas limitagoes em consideragao, pode-se planejar o “multiplexed CRISPR” 
atraves de diferentes estrategias. 

A maneira mais simplificada para atingir dois genes e usar um vetor contendo 
Cas9 + 2 gRNAs (figura IB), atraves de dois promotores Pol III independentes (Maddalo 
et al., 2014). Nessa configuragao, consegue-se alvejar dois genes, ou duas porgoes de um 
mesmo gene. Porem, nesse sistema, a colocagao de gRNAs adicionais fica restrita devido 
a potencial redugao da eficacia de transfecgao e da potencialidade para ser empregado 
em vetores virais. 

Uma estrategia alternativa e a utilizagao de dois vetores: um carregando a Cas9 e 
outro expressando multiplos gRNAs, transfectando-os simultaneamente (figura 1C). Sendo 
desenhado com um vetor 1: contendo Cas9 + gene de selegao positiva (puromicina, por 
exemplo) e/ou proteina fluorescente (GFP, por exemplo); e vetor 2: contendo promotores Pol 
III e gRNAs + gene de selegao positiva (diferente do vetor 1), e/ou proteina fluorescente. Apos 
a transfecgao e necessario garantir a identificagao e a selegao de celulas cotransfectadas, por 
isso os marcadores de selegao (genes de resistencia) ou fluorescentes devem ser diferentes 
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C) 


Vetor 1: 



— [~5~|j Pol lll^ ^ gRNAI ■ t 6 ■ Pol lll^ ^ gRNA2 ■ T 6 Pol lll^ ^ gRNA3 ■ T « 


Marca de selegao 2 


E- 


D) 

Alternativas para expressao de multiplos gRNAs: 


Multiplos "promotor-gRNA" 

Construto grande, 

Limitado numero de gRNAs 



Transcrito unico: Csy4 

Construto pequeno 
Dependente da expressao 
da RNase Csy4 



Transcrito unico: tRNA 

Construto pequeno 
Dependente de RNases P 
eZenddgenas 



Figura 1. Alternativas de vetores para “multiplex CRISPR”. A-D) Estrutura esquematica dos vetores. Flechas 
simbolizam promotores de RNA Polimerase III (Pol III, cinza) e de RNA Polimerase II (preto). Retangulos representam 
sequencias que codificam para gRNAs ou genes. T 6 simboliza sinal de terminagao da transcrigao. Sequencias bicistronicas 
IRES ou 2Apermitem a expressao simultanea da Cas9 e marcador de selegao. “Marca de selegao” representa uma proteina 
fluorescente (GFP, por exemplo) ou um gene de resistencia a antibioticos (puromicina, por exemplo). A) Construgao de 
vetor para edigao genetica de um loco, com apenas um gRNA. B) Construgao simples de vetor para edigao genetica de 
dois locos, com dois gRNAs. C) Estrategia com dois vetores: (1) expressando a Cas9 e (2) expressando multiplos gRNAs. 
D) Alternativas para expressao de multiplos gRNAs limitado pelo tamanho (superior) ou atraves de clivagem pela 
enzima Csy4 (meio), ou RNases endogenas P e Z (inferior). Imagem: Czepielewski, RS; Renck, D e Bonorino, C (2016). 


para cada vetor. Essa configuragao permite o emprego destes marcadores de confirmagao 
e adicionam possibilidades experimentais para o seu modelo, como o advento das celulas 
editadas serem fluorescentes. Todavia, a adigao de mais um vetor tambem ira reduzir a 
eficacia de edigao genica. 

Outra abordagem e estabelecer um vetor unico de maneira otimizada a expressar tanto 
Cas9 quanto multiplos gRNAs (figura ID). A construgao dos vetores de todas as estrategias deve 
ser desenhada e realizada atraves de diferentes tecnicas de biologia molecular, por exemplo: 
reagoes de clivagem e ligagao enzimaticas (Ryan et al., 2014); ou atraves de protocolos otimizados 
de apenas uma etapa para ligagao de multiplos fragmentos, como “Golden Gate Assembly” 
(Kabadi et al., 2014; Sakuma et al., 2014; Xing et al., 2014), USER (Jakocinas et al., 2015), e 
BioBrick (Jiang et al., 2015; Shetty; Endy; Knight, 2008). A capacidade de “multiplexing” nesta 
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estrategia fica restrita ao numero de gRNAs que podem ser clonados no vetor e apresentar 
atividade funcional. 

Sendo assim, para permitir urn maior numero de gRNAs transcritos, foram usados 
metodos de clonagem especiais. Com a finalidade de obter de tres a sete gRNAs, utiliza-se a 
estrategia de “Golden Gate Assembly” (Engler e Marillonnet, 2014). Esse metodo emprega uma 
enzima de restrigao do tipo IIS que cliva o DNA apos a sua sequencia de reconhecimento CBsal, 
por exemplo), criando extremidades livres. Essas extremidades podem ser desenhadas para 
conectarem-se ordenadamente, ligando multiplos fragmentos que detenham essas sequencias, 
culminando na insergao em outro vetor ja estabelecido contendo Cas9 (figura 2 A-B). Para tanto, 
primeiramente, deve-se clonar os oligonucleotideos de cada gRNA (gRNAl, gRNA2, gRNA n , 
por exemplo) em vetores de expressao distintos atraves de uma enzima de restrigao {Bpil, 
por exemplo) (figura 2A). Esses vetores devem conter sitios de restrigao tipo IIS (reconhecidos 
pela Bsal) flanqueando a construgao do promotor-gRNA (figura 2B). Apos a clivagem, os 
diferentes fragmentos de promotor-gRNA podem ser ligados e inseridos em um vetor final 
com Cas9 (figura 2C). Similarmente, a construgao de vetores virais pode ser efetuada atraves 
do metodo de “Gateway Assembly”. Este consiste em reagoes de recombinagao desenhadas 
para inserir as diversas sequencias de promotor-gRNA, atraves de sitios flaqueadores “att”, 
e utilizar eventos naturais de recombinagao para conjuga-los em uma unica construgao 
(Albers et al., 2015; Buj et al., 2013). 

Alem disso, existem alternativas para produgao de multiplos gRNAs dependentes de um 
promotor unico. Isso e obtido atraves da repetigao de unidades de gRNA diferentes, em que 
o promotor transcreve tudo em uma unica sequencia de RNA. Para isso, os diferentes gRNAs 
devem estar flanqueados por sitios de clivagem, permitindo a liberagao e processamento 
independente de cada gRNA. Isto reduz a necessidade de multiplos promotores Pol III e, 
assim, diminui o vetor, permitindo tambem uma maior flexibilidade para utilizagao em 
vetores virais (figura ID, meio). A obtengao desses gRNAs isolados provenientes de uma 
sequencia unica de gRNAs multiplexados pode ser realizada atraves de processos de clivagem 
pos-transcricional. Um utiliza a ribonuclease Csy4 (originaria de P. aeruginosa ) para clivar 
sitios especificos e liberar os diferentes gRNAs (Tsai et al., 2014). A desvantagem desse sistema 
e a necessidade da expressao, ou presenga, de mais uma enzima nesse contexto. Entretanto, 
esse fato pode ser utilizado tambem como um fator de controle e regulagao experimental, 
porque na ausencia de Csy4 a nuclease Cas9 nao sera ativada (Nissim et al., 2014). A outra 
opgao e utilizar sequencias de RNA transportador (tRNA) flanqueando os gRNAs (figura ID, 
inferior). O processamento endogeno do tRNA atraves das ribonucleases (RNases) P e Z 
retira as sequencias transcritas de tRNA ao mesmo tempo que libera os gRNAs para atuarem 
(Mefferd et al., 2015; Xie; Minkenberg; Yang, 2015). Um terceiro sistema e a utilizagao de 
ribozimas intrinsecas, que sao RNAs com capacidade catalitica de quebrar sequencias de 
RNA (Scott; Horan; Martick, 2013). Ao flanquear gRNAs com sequencias de ribozimas virais 
ou ribozimas hammerhead autocataliticas sao obtidos diversos gRNAs atraves de um mesmo 
transcrito (Nodvig et al., 2015; Yoshioka et al., 2015; Zhang; Matlashewski, 2015). 

O uso de sistemas com promotor unico para multiplos gRNAs aparenta ser promissor, 
porem, estudos tambem demonstram que outro fator limitante para eficacia de edigao do 
complexo e a quantidade e estabilidade dos gRNAs disponiveis (Hsu et al., 2013). Sendo 
assim, a expressao de gRNAs atraves de multiplos promotores melhorara a sua produgao, 
o que impacta a atividade final da Cas9, devendo ser priorizada quando se deseja editar 
poucas sequencias de DNA. 
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B) Desenho esquematico do “Golden Gate Assembly”. 0 plasmideo (superior a esquerda) apresenta um gRNA justaposto a uma sequencia 
de reconhecimento da enzima Bsal antes do promotor da Cas9. Os plasmideos (superiores, a direita) tern a sequencia deBsal flanqueando 
o promotor Pol III+gRNA. C) Apos a clivagem com Bsal e liga^ao desses fragmentos obtemos um plasmideo final contendo multiplas 
sequencias de promotor Pol III+gRNA distintos dentro do vetor que expressa Cas9 e marca de selegao. Imagem: Czepielewski, RS; Renck, D 
e Bonorino, C (2016). Adaptada de Sakuma et al., 2014. 



















































































Estrategias independentes de vetores 

Considerando todas essas limitagoes, a microinjegao (no citoplasma de ovocitos, zigotos 
e celulas embrionarias) do mRNA da Cas9 e de gRNAs purificados vem sendo empregada na 
geragao de animais geneticamente modificados (Niu et al., 2014; Wang et al., 2013, 2016). 
Esse processo nao requer necessariamente a construgao de vetores de transfecgao, porem 
fica limitado aos eventos de microinjegao celula a celula e a pouca estabilidade do RNA. 
Todavia, permitem gerar edigao genetica multiplex em diversas especies de seres vivos. 

Uma sintese de alguns dos principals trabalhos recentes demonstrando a edigao 
simultanea de varios genes em diversas especies encontra-se na Tabela 2. 

Conclusoes 

Em suma, o “multiplex CRISPR” tern mais virtudes do que ressalvas. Nos mais diferentes 
campos da pesquisa cientifica, essa ferramenta tende a ser cada vez mais empregada para 
alvejar multiplos genes concomitantemente. Em vista disso, o desenvolvimento das tecnicas 
de edigao de multiplos locos via CRISPR impactara todas as areas da ciencia, possibilitando 
um controle genetico robusto para os que buscam responder as infinitas perguntas existentes. 


4. Reagao Mutagenica em Cadeia (MCR) 

Introdugao 

Uma das mais promissoras variagoes da tecnica CRISPR e a Reagao Mutagenica em 
Cadeia (MCR, Mutagenic Chain Reaction). A MCR foi concebida por Gantz e Bier (2015) como 
um potente aprimoramento da mutagenese via CRISPR convencional, para a conversao de 
mutagoes recessivas em heterozigose para a homozigose, de forma eficiente e rapida, aplicavel 
a celulas ou organismos (plantas ou animais). 

Para compreender o efeito da MCR, considere os cenarios a seguir. Imagine que se queira 
utilizar CRISPR para produzir uma linhagem celular para o estudo de determinada doenga 
genetica recessiva. Apos se administrar Cas9/gRNA na cultura celular, a edigao genetica tera 
inicio. Algumas celulas terao ambos alelos editados (denominadas bialelicas), outras celulas 
terao apenas um alelo editado (denominadas monoalelicas) e algumas nao serao editadas 
(selvagens). Note que as alteragoes celulares associadas a doenga genetica so emergirao em 
celulas bialelicas, que muito provavelmente apresentarao mutagoes diferentes em cada um 
dos dois alelos ie.g., um alelo com insergao de 1 nt e o outro alelo com delegao de 4 nt). Ou seja, 
muito frequentemente as celulas bialelicas serao heterozigoticas. Um simples processo de 
selegao permitira isolar estas celulas bialelicas, que provavelmente manifestarao o fenotipo 
associado a condigao genetica. Contudo, interagoes entre mutagoes distintas podem ser um 
complicador adicional, gerando efeitos inesperados. 

Um problema semelhante, porem ainda mais complexo, ocorre na geragao de animais- 
modelos para estas mesmas doengas geneticas recessivas. A edigao via CRISPR em celulas 
embrionarias resultara em linhagens celulares monoalelicas, bialelicas ou selvagens. Note 
que o sucesso deste procedimento dependera do fato de a linhagem germinativa se derivar 
de celulas bialelicas (resultando em 100% dos gametas editados) ou monoalelicas (50% dos 
gametas editados). Somente apos cruzamentos controlados entre a prole F : (heterozigota) e que 
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Tabela 2. Sfntese com alguns dos principais trabalhos de edigao simultanea de varios genes em diversas especies. 
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KO=knockout, Kl-knock-in; CRISPRa: ativagao genica. 

* = Promega 

**= Life Technologies 

**= Nepa Gene 
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KO=knockout ; Kl=knock-in; CRISPRa: ativagao genica. 

* = Promega 

**= Life Technologies 

**= Nepa Gene 
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KO=knockout; Kl=knock-in; CRISPRa: ativagao genica. 

* = Promega 

**= Life Technologies 

**= Nepa Gene 


























se obterao individuos homozigotos na F 2 . Note que, apesar de possivel, e muito improvavel que 
o animal F 0 (parental, derivado do embriao submetido a modificagao via CRISPR) apresente 
o fenotipo da doenga. 

Estes dois cenarios demonstram que a geragao de celulas/individuos portando uma dada 
mutagao recessiva em heterozigose e problematico, pois o alelo selvagem camufla o efeito do 
alelo mutante (em genotipos mutante/seivagem) 0 upode ser um compbcador (em genotipos alelomulan, e 1 / 
aieio mutante 2 ) p a i f ato torna extremamente laboriosa a produgao de linhagens mutantes 
homozigotas, pois exige selegao, multiplos cruzamentos para a segregagao mendeliana e 
consequente purificagao da linhagem contendo o genotipo desejado. 

A MCR e uma estrategia baseada em CRISPR que visa a obtengao de celulas/organismos 
mutantes homozigotos logo apos o experimento de edigao genetica. Talvez o mais notavel 
seja o fato de a MCR elevar consideravelmente as chances do proprio animal (ou planta) F 0 
apresentar o fenotipo associado a condigao genetica recessiva. 

0 funcionamento da MCR pode ser resumido em tres passos basicos (figura 3): no 
primeiro, ocorre a clivagem de um dado loco genomico atraves da agao da Cas9 direcionada 
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(editado) 
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Figura 3. Princlpio da Reaiiao Mutagenica em Cadeia (MCR). A “construgao MCR” (plasmldeo em A) permite a edigao 
de um alelo de um loco especlfico do genoma. Este alelo endogeno, uma vez editado, promove a edigao do segundo 
alelo endogeno, resultando em uma mutagao homozigotica. HDR: via de reparo dependente de homologia. Baseado em 
Gantz e Bier, 201S. Imagem: Pereira, TC (2016). 
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por um gRNA especifico, ambos expressos por um plasmldeo previamente incorporado pela 
celula; no segundo, a sequencia de DNA exogena que codifica esses elementos e integrada a 
regiao genomica clivada atraves do sistema celular de reparo direcionado por homologia (HDR) 
(Jasin e Rothstein, 2003; Aylon e Kupiec, 2004); no terceiro, esse loco modificado, agora com 
atividade autocatalitica, e capaz de induzir o processo de clivagem e HDR no loco correspondente 
de seu cromossomo homologo, transferindo assim a mutagao para o mesmo. Para que isso 
seja posslvel, o plasmldeo utilizado inicialmente deve conter necessariamente a sequencia 
de tres elementos: i) o gRNA que sera expresso e tern como alvo o loco genomico de interesse; 
ii) o gene que codifica a Cas9 sob o controle de um promotor que propicie sua expressao em 
ambas celulas somaticas e germinativas; e iii) fragmentos de DNA flanqueando os genes que 
codificam a Cas9 e o gRNA, e que necessariamente sejam homologos a ambas extremidades 
adjacentes ao ponto de clivagem no genoma (Gantz e Bier, 2015). 

Experimentos pioneiros envolvendo MCR realizados por Gantz e Bier (2015) utilizaram 
esse sistema expressando um gRNA especifico para induzir mutagoes no gene yellow (y) 
do organismo modelo Drosophila melanogaster. Como o geney esta ligado ao cromossomo 
sexual X, individuos machos precisam de apenas uma copia do cromossomo X com mutagao 
nesse loco para exibirem o tipico fenotipo de corpo com pigmentagao amarelada. Por outro 
lado, para que o mesmo fenotipo seja visualizado em moscas femeas, a mutagao deve estar 
presente em homozigose, uma vez que a mutagao e de carater recessivo. 

O cruzamento entre moscas da geragao F 0 , cujos embrioes foram injetados com a 
construgao “y-MCR”, e individuos do tipo selvagem (y+) foi capaz de gerar descendentes 
femeas com corpo amarelo (y-), o que contraria a heranga mendeliana, segundo a qual 
todas as femeas deveriam apresentar ao menos um aleloy+ (oriundo da linhagem parental 
selvagem) e, portanto, corpo com coloragao normal. A capacidade de conversao alelica 
mediada por MCR foi ainda mais notavel quando uma femea da primeira geragao de moscas 
mutantes foi cruzada com um macho selvagem (y+), resultando em -97% dos descendentes 
apresentaram corpo com pigmentagao amarelada tal qual o fenotipoy-. 


MCR-Gene drives e o controle de doengas transmitidas por vetores 

A tecnica de MCR funciona de forma eficiente nao apenas em organismos-modelos, 
tal qual D. melanogaster, mas tambem em insetos vetores de doengas como o mosquito 
transmissor da malaria Anopheles stephensi. Nesse caso, Gantz et al. (2015) utilizaram MCR 
como um sistema que propaga e fixa alelos/genes ao longo de poucas geraqoes, conhecido como 
gene drive system (revisado por Sinkins e Gould, 2006). Neste caso, alem dos componentes 
da MCR citados acima, a construgao de DNA transformante possuia tambem um cassete de 
DNA transgenico com as sequencias promotoras e codificadoras necessarias para a expressao 
de moleculas efetoras capazes de bloquear o desenvolvimento do parasita causador da 
malaria no mosquito (Isaacs et al., 2011; Isaacs et al., 2012; Li et al., 2005). A injegao dessa 
construgao em embrioes de mosquitos resulta em uma taxa de conversao de heterozigotos 
em homozigotos em torno de 100%, ressaltando a alta eficiencia da tecnica. Alem disso, a 
expressao dos transgenes efetores continua sendo estimulada de forma robusta e especifica 
em determinados orgaos do inseto, demonstrando que a insergao mediada por MCR nao 
altera o seu funcionamento (Gantz et al., 2015). 

Estes resultados abrem novas e promissoras possibilidades para o controle nao apenas 
da malaria, mas de diversas outras doengas transmitidas por vetores, tais quais dengue e 
zika. Gene drives mediados por MCR poderiam ser utilizados, por exemplo, para a fixagao. 
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em populates selvagens, de transgenes conferindo carater de refratoriedade a um dado 
patogeno atraves da liberagao de mosquitos geneticamente modificados (GMs) por MCR na 
natureza. Estudos de simulagao e modelagem matematica atualmente se propoem a investigar 
e estimar a eficacia desta abordagem inovadora (Unckeless et al., 2015). 


Terapias genicas 

A edigao de genomas mediada por CRISPR-Cas9 tern sido apontada como uma tecnologia 
muito promissora para o tratamento de doengas virais e geneticas atraves terapias genicas 
(Meaders e Gersbach, 2016; Stone et al., 2016;). Nesse sentido, a MCR e apresentada por Gantz 
e Bier (2015) como uma ferramenta ainda mais eficiente, capaz de modificar o genoma nao 
apenas de celulas germinativas mas tambem de celulas somaticas. Neste caso, a MCRpoderia 
ser utilizada com um sistema de entrega mediado por virus, o que em teoria possibilitaria 
o tratamento de quaisquer doengas que causem alteragoes na sequencia genomica. Por 
exemplo, elementos MCR poderiam ser integrados ao gene que codifica a proteina Integrase 
de retrovirus que se inserem no genoma do hospedeiro, tal qual o HIV, para combater os 
reservatorios latentes do virus e prevenir sua propagagao para celulas T do sistema imune. 
Outra possibilidade seria a produgao de virus nao patogenicos portando elementos MCR 
capazes de se integrar e propagar especificamente em regioes do genoma especificas de 
celulas cancerosas. 0 elemento virus-MCRpoderia ainda conter uma sequencia que codificasse 
uma toxina induzida por drogas, o que causaria a eliminagao programada e controlada de 
celulas tumorais apenas. 


5. Especies transgenicas para Cas9 

Introdugao 

0 aperfeigoamento de protocolos e uma meta constante em qualquer area, buscando 
abordagens mais simples, eficientes, rapidas ou rnenos caras. Uma das primeiras e mais 
importantes otimizagoes em CRISPR foi a redugao dos elementos necessarios para edigao 
genetica, passando de tres (Cas9, crRNA e tracrRNA) para apenas dois (Cas9 e sgRNA). Contudo, 
a manipulagao de dois elementos ainda pode ser problematica em algumas situagoes. Por 
exemplo, a entrega de Cas9/gRNA in vivo (camundongos) e frequentemente baseada em 
vetores virais, que apresentam uma limitagao fisica quanto a capacidade de DNA que pode 
ser empacotado dentro de suas estruturas. Considerando que a SpCas9 possui ~4,1 kpb, alem 
dos promotores, terminadores e o sgRNA, nao resta muito espago para outros elementos 
(i.e., GFP ou proteinas repressoras, para DNA labeling ou regulagao da expressao genica, 
respectivamente). 

Se considerarmos que a Cas9 e um elemento constante em todos os experimentos 
de edigao genetica - ja que variamos apenas o gRNA a cada procedimento -, por que nao 
desenvolver uma estrategia em que a Cas9faqa parte integral do sistema, sendo necessario 
administrar apenas o gRNA? Em outras palavras: por que nao criar celulas/organismos 
que expressem Cas9 de forma heterologa, limitando-nos a introduzir apenas o gRNA a cada 
experimento? Pensando nisso foram criadas linhagens transgenicas para a nuclease Cas9. 
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Fungo Cas9 

A construgao de uma linhagem transgenica do fungo patogenico Aspergillusfumigatus 
expressando Cas9 (AfCasff) foi apresentada por Fuller e colaboradores em 2015. Neste trabalho, 
os autores introduziram um cassete de expressao de Cas9 (otimizada para codons humanos) 
sob controle do promotor tefl e terminador cycl por transformagao quimica de protoplastos 
(Fuller et al., 2015). De acordo com os pesquisadores, a expressao constitutiva de Cas9 
nesta linhagem nao alterou a taxa de crescimento, desenvolvimento, resistencia a estresse 
oxidativo, homeostase da parede celular, sensibilidade a antifungicos ou virulencia no modelo 
murinho. Estes resultados demonstram que AfCas9 pode ser usada como modelo dentro 
de uma plataforma de screening genetico, em que a introdugao de cassetes de expressao 
de diferentes gRNAs, via transformagao quimica de protoplastos, permitira uma analise 
funcional em larga escala. 


Drosofila Cas9 

Possivelmente, o primeiro animal transgenico para Cas9 foi a mosca-das-frutas, 
Drosophila melanogaster. Em novembro de 2013, uma dupla de japoneses publicou seus 
dados referentes a uma linhagem de drosofila com Cas9 (DmCasff) sob controle do promotor 
nanos, permitindo assim a expressao restrita da nuclease na linhagem germinativa (Rondo e 
Ueda, 2013). Adicionalmente eles geraram nove outras linhagens transgenicas de drosofila, 
expressando gRNAs contra diferentes genes, todos sob controle do promotor constitutivo U6. 

O cruzamento de cada uma dessas linhagens com DmCas9 gerou proles (Fj) 
correspondentes, apresentando dois transgenes (Cas9 e um sgRNA). Apesar de o sgRNA ser 
expresso em todos os tecidos durante todo o desenvolvimento, Cas9 e expressa apenas na 
linhagem germinativa, portanto, a reconstituigao do complexo Cas9/sgRNA ocorre apenas 
nestas celulas. Assim, os autores observaram uma taxa de edigao genetica media de 60% na 
linhagem germinativa desses animais. Por sua vez, os fenotipos derivados destes eventos 
sao observados na F 2 . 

Exatamente no mesmo mes, outro grupo de pesquisadores pubhcou uma linhagem de 
drosofila praticamente identica. Contudo, neste trabalho, o sgRNA foi injetado em embrioes 
DmCas9, permitindo a edigao genetica nos estagios iniciais do desenvolvimento (Ren et al., 
2013). Dentro de poucos meses, varios outros trabalhos muitos semelhantes foram pubhcados 
(Sebo et al., 2014; Gratz et al., 2014). Ainda em 2014, foram pubhcados os dados referentes 
as primeiras linhagens de drosofila transgenica expressando Cas9 de maneira ubiqua (i.e., 
em todos os tecidos) (Port et al., 2014) e de expressao condicional (Xue et al., 2014). 


Zebrafish Cas9 

O pequeno tamanho, rapido desenvolvimento e baixo custo de manutengao tornaram o 
peixe paulistinha ( Dario rerio) uma das principals especies-modelo de pequenos vertebrados. 
Yin e colaboradores (2015) desenvolveram diversas linhagens transgenicas desta especie 
para Cas9 (DrCas9). Duas delas apresentam expressao ubiqua de Cas9, sob controle dos 
promotores uhiquitin ou beta2-actin; uma linhagem com expressao tecido-especifica (figado), 
tendo Cas9 sob controle do promotor fabplO e uma linhagem para expressao condicional 
(heat shock), utilizando o promotor (HotCre). 

Linhagens DrCas9 foram cruzadas com linhagens transgenicas expressando 
sgRNAs sob o controle do promotor U6, gerando animais duplo transgenicos aptos para a 
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edigao. Alternativamente, individuos adultos DrCas9 foram injetados com gRNAs. Alem de 
demonstrarem o sucesso de edigao genetica em todos estes cenarios, os autores adicionalmente 
reportaram a realizagao de multiplex CRISPR, modificando varios genes simultaneamente 
em zebrafish (Yin et al., 2015). 

C. elegans Cas9 

0 nematoide de vida livre C. elegans apresenta um corpo translucido com exatamente 
959 celulas (~1 mm de comprimento), breve ciclo de vida (~72h de ovo a adulto) e tambem 
baixo custo de manutengao. Curiosamente, C. elegans se alimenta de bacterias (bacteriovoro) 
e, pensando nessa caracteristica tao frlvola, pesquisadores desenvolveram um protocolo 
revolucionario. Em 1998, uma dupla norte-americana demonstrou que e possivel silenciar 
genes em C. elegans por meio da alimentagao, i.e., fornecendo bacterias transgenicas 
expressando dsRNAs (Timmons e Fire, 1998). A partir de entao, os protocolos de RNAi, que 
fora desenvolvida neste mesmo ano, nao precisariam mais ser realizados pelo laborioso e 
dificil processo de microinjegao de dsRNAs nas gonadas deste nematoide. 

Mais recentemente, Liu e colaboradores (2014) apresentaram linhagens transgenicas 
de C. elegans com Cas9 sob controle de promotores para expressao ubiqua ldpy-30), tecido- 
especifica (ges-1 , predominantemente expresso no intestino; unc-119 em neuronios; unc-54, 
musculos e dpy-7/dpyS, hipoderme) ou indutivel ( hsp-16.2 ). Tendo em mente o trabalho 
de Timmons e Fire, eles testaram se CRISPR poderia ser desencadeada nestas linhagens 
pela simples alimentagao com bacterias expressando sgRNAs. Para a agradavel surpresa da 
comunidade que trabalha com esta especie, a resposta e sim (Liu et al., 2014). 

Camundongo Cas9 

Visando a construgao de um modelo murinho para o cancer, um grupo de pesquisadores 
do MIT anunciou em 2014 a criagao de uma linhagem transgenica de camundongos expressando 
Cas9 de maneira constitutiva (ou apenas em certos tipos de neuronios). Estes animais foram 
gerados por um sistema mais sofisticado, de recombinagao condicional (Cre-loxP) e, de 
acordo com os autores, todos os animais transgenicos foram viaveis, saudaveis e ferteis. 
Inicialmente, os pesquisadores coletaram celulas dendriticas primarias (sistema imunologico) 
e conduziram experimentos de edigao genetica ex vivo com sucesso, pela simples infecgao 
destas celulas com vetores lentivirais carregando sgRNAs. 

Em seguida, o grupo administrou gRNAs in vivo por meio de lentivirus, virus 
adenoassociados ou nanoparticulas, obtendo sucesso na alteragao de KRAS, p53 e LKB1 , genes 
cujas mutagoes estao associadas ao desenvolvimento de adenocarcinoma de pulmao. Assim, 
por meio destas estrategias, os autores conseguiram construir um modelo experimental que 
apresentasse determinadas mutagoes geneticas somaticas e, consequentemente, recapitulasse 
fenotipos (surgimento de tumores) em individuos adultos. Tal modelo possibilitara uma melhor 
compreensao deste tipo de cancer e, tambem, a realizagao de testes para o desenvolvimento 
de drogas. 

Outras especies Cas9 

Ha diversos trabalhos relatando a produgao de plantas/animais duplo transgenicos, 
para a expressao de Cas9 e determinado sgRNA, visando a edigao genetica em um loco 
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endogeno (Ikeda et al., 2016). Contudo, estes organismos sao triplamente modificados e nao 
“puramente Cas9”. Devido ao elevado ritmo de pesquisas no presente, torna-se muito dificil 
acompanhar plenamente todos os desenvolvimentos na area de CRISPR. Portanto, e possivel 
que ja existam outras especies de leveduras, plantas e animais transgenicos para Cas9. 

Curiosamente, ha casos em que plantas duplo transgenicas sao produzidas para se 
obter determinada edigao genetica e, apos isso, por meio de cruzamentos controlados, os 
pesquisadores conseguem chegar a individuos contendo apenas a edigao genetica, sent os 
transgenes para Cas9 ou para o sgRNA (Zhou et al., 2014), exatamente o oposto do cenario 
vislumbrado nesta segao. 

Riscos da expressao heterologa de Cas9 

Por fim, e essencial lembrarmos que Cas9 e uma nuclease bacteriana, nao havendo 
homologos em leveduras, plantas ou animais. Portanto, as celulas eucarioticas nao estao 
preparadas para “lidar” com uma Cas9 (assim qualquer outro transgene). Uma vez dentro da 
celula, Cas9 poderia interagir de maneira imprevista com transcritos celulares cuja estrutura 
se assemelhe a um sgRNA, levando assim a edigoes geneticas inesperadas. Este potencial 
risco e ainda maior em especies transgenicas expressando constitutivamente Cas9. Analises 
detalhadas das implicagoes deste potencial risco, capaz de gerar alteragoes fenotipicas de 
fundo, foram abordadas por Souza e Pereira (2014). 

Conclusoes 

A criagao de diferentes especies transgenicas expressando Cas9 em diversos padroes 
espago-temporais (constitutivo, ubiquo, tecido-especifico ou condicional) simplificou ainda 
mais a poderosa ferramenta de edigao genetica CRISPR. Estas linhagens podem ser utilizadas 
de diversas formas: (i) administragao exclusiva do gRNA (transfecgao, infecgao, eletroporagao, 
etc.), (ii) cruzamento com outras linhagens transgenicas expressando gRNAs, gerando prole 
duplo transgenica ou (iii) via alimentagao. Em breve, o repertorio de especies e linhagens 
celulares transgenicas puramente para Cas9 deve se ampliar imensamente, mas investigagoes 
sobre possiveis interagoes espurias entre esta nuclease e os transcriptomas destas celulas/ 
organismos devem ser reabzadas, via RIP (RNA immunoprecipitation ) contra Cas9 por exemplo, 
para excluir tais possiveis interferencias/edigoes inesperadas. 


6. Conclusoes do capitulo 

No ramo da fisica, a observagao de que o universo esta em expansao foi em si notoria 
(Hubble, 1929). A recente descoberta de que essa expansao esta em ritmo acelerado foi algo 
igualmente surpreendente (Floyd, 1998). CRISPR em si pode ser interpretada como uma 
otimizagao de um processo de edigao genetica iniciada em 1985, com o Gene Targeting (vide 
cap. 5). Este processo de melhoria avangou lentamente em 30 anos, mas agora ele esta em 
ritmo acelerado - como a propria expansao do universo. 
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1. Introdugao 

Os desdobramentos de CRISPR sao tao extensos que ultrapassam o campo tecnico, 
atingindo as esferas sociais (a bioetica), politicas (regulamentagao de OGMs), ecologicas 
(impacto ambiental) e economicas (patentes). Neste capitulo abordaremos um pouco sobre 
o status quo da CRISPR nestes outros contextos. 


2. Eticas 

2.1 Bioetica e genetica 

O neologismo “Bioetica”, cunhado por Potter na decada de 1970 a partir das palavras 
do grego Bios (vida) e Ethos (etica), com o sentido de “ciencia da sobrevivencia humana”, 
trouxe a ideia de uma nova ciencia que 


... combinao trabalho doshumanistasecientistas, cujos objetivossaosabedoriaeconhecimento. 
A sabedoria e definida como o conhecimento de como usar o conhecimento para o bem social. 
A busca de sabedoria tern uma nova orientagao porque a sobrevivencia do homem esta em 
jogo. Os valores eticos devem ser testados em termos de futuro e nao podem ser divorciados 
dosfatos bioldgicos. (Potter, 1971) 


Em 19 de abril 1971, quando a revista norte-americana Times publicou o artigo 
“Man into superman: the promise and peril of the new genetics” (Homem em Super-Homem: 
a promessa e perigo da nova genetica), o neologismo “Bioetica” apareceu na midia pela 
primeira vez, segundo Leo Pessini (2013). 

A bioetica e a genetica estiveram sempre relacionadas desde a origem de uma e 
expansao da outra. Naquele momento, a possibilidade de manipulagao genetica ainda era 
algo para o “Futuro”. Iremos nesta segao discutir o “Futuro” previsto naquele momento, ou 
o nosso “Presente”, o qual nem os mais criativos poderiam ter imaginado a amplitude ou 
precisao das manipulagoes geneticas, ou seja, a edigao de embrioes humanos pela utilizagao 
da tecnica de CRISPR; e a partir dai pensar o futuro uso desta tecnica. 

A questao a ser respondida seria: “De que maneira a utilizagao desta tecnica poderia 
comprometer o futuro e diminuir as chances de sobrevivencia humana?”. Os fatos bioldgicos 
estao dados e ha necessidade de reflexao sobre futuro uso desta tecnica de edigao de 
material genetico de embrioes humanos. Segundo Potter, “Aqoes que diminuem as chances de 
sobrevivencia humana sao imorais e devem ser julgadas em termos do conhecimento disponivel 
e no monitoramento de ‘parametros de sobrevivencia’ que sao escolhidos pelos cientistas e 
humanistas...” (Potter, 1971) Entao, de que maneira iremos nos preparar para esta nova fase 
da genetica sem comprometer nossa existencia? 

0 “super-homem” apresentado no artigo da Times referia-se ao “Ubermensch” de 
Friedrich Nietzsche (1998), ou seja, a meta que a humanidade pode dar para si mesma. 
Dito de outra maneira, “Toda vida humana teria sentido caso ela melhorasse a cada nova 
geragao de seres humanos”. 

Ao escrever sobre a obra de Nietzsche, Warburton afirma que 
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EmAssimfalouZciratustra (1883-1892), Nietzsche escreveu sobre o Ubermensch ou “Sobre- 
homem”. O termo descreve uma pessoa imaginada nofuturo que nao esta presa aos codigos 
morais convencionais, mas vai alem deles, criando novos valores. Talvez influenciado pelo 
proprio entendimento da teoria da evoluqao de Charles Darwin, Nietzsche tenha visto o 
Ubermensch como o proximo passo no desenvolvimento da humanidade. 


A tecnica de “edigao” do genoma chamada CRISPR-Cas9 torna possivel para os cientistas 
inserir, remover ou corrigir o DNA de forma simples e eficiente. Ela mantem a perspectiva de 
tratar ou mesmo curar certas enfermidades, tais como doengas falciformes, fibrose cistica e 
alguns tipos de cancer. Mas a edigao de linhagens germinativas pode tambem tornar mais facil 
aos cientistas que trabalham com embrioes humanos, ovulos e espermatozoides, alteragoes 
ao DNA, tais como as que determinant cor dos olhos de um bebe (UNESCO 1 ). 

Abiotecnociencia apresenta as condigoes para a manipulagao dos genomas ( conhecimento ) 
e a bioetica tern o desafio de apresentar possiveis usos das biotecnologias desenvolvidas na 
genetica ( conhecimento de como usar o conhecimento) dessas novas biotecnologias. Vale destacar 
que esta sabedoria de como usar o conhecimento deve ser exercida tanto por cientistas como 
humanistas. Desta forma, faz-se necessario que todos tenham o minimo de instrumentos de 
reflexao sobre os impactos das biotecnologias para a humanidade e para o planeta. Nem 
tudo que PODE tecnicamente ser executado DEVE ser executado. 

0 termo biotecnociencia foi definido ainda nos anos 1990 por Schramm. Segundo ele 


"... e preciso distinguir duas formas de tecnologia: a tecnologia conventional, que pertence 
ao campo da tecnociencia, e a biotecnologia, pertencente ao campo daquela que chamaremos 
biotecnociencia. A distingao entre as duas esta contida no radical bio, que indica ao mesmo 
tempo uma inovaqao e o retorno a uma tradiqao pre-moderna, isto e, a metafora “natural”. 
Com efeito, contrariamente aos artefatos da tecnociencia classica - que sao verdadeiros 
artefatos inventados sem em principio nenhum modelo pre-existente - as tecnologias de 
segunda geraqao operam tendo um “modelo” previo, encontrado, de regra, nos proprios 
processos naturais, ou em algum outro “exemplar” pre-existente. 

Seria recomendavel que aqueles que estao mergulhados na esfera da ciencia, confortavel 
e segura em sua execugao de conclusoes, em alguns momentos se distanciassem desta esfera 
e percebessem o “dever” agir com prudencia e responsabilidade, e nao apenas o “poder” 
executar tecnicamente como maxima da agao. 

2.2 A edigao de embrioes humanos 


Casos Chines e Britanico 

CRISPR foi utilizada em embrioes humanos pela primeira vez em 2015. Pesquisadores 
Chineses utilizaram a tecnica em embrioes “nao viaveis” (Liang, 2015), fato que causou 


1 UNESCO, UNESCO panel of experts calls for ban on “editing” of human DNA to avoid unethical tampering with 
hereditary traits. Disponivel em < http://www.unesco.org/new/en/media-services/single-view/news/unesco_panel_of_ 
experts_calls_for_ban_on_editing_of_human_dna_to_avoid_unethical_tampering_with_hereditary_traits/#.VzxLttQrJHO 
> Acesso em: 10 maio 2016. 
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grande repercussao e polemica. 0 objetivo do grupo da Sun Yat-sen University era modificar 
o gene associado a p-talassemia. Os embrioes utilizados no experimento eram produtos de 
fecundagao de um ovulo com dois espermatozoides, obtidos em uma clinica de fertilizagao 
humana. Apesar de nao haver possibilidade de desenvolvimento de um ser humano, a 
controversia foi grande. 

No Reino Unido, foi aprovado pelo “Fertilisation and Embryology Authority” (HFEA), 
em 1° de fevereiro de 2016, o projeto para edigao de embriao humano saudavel, proposto por 
Kathy Niakan do “Francis Crick Institute” (Callaway, 2016). Neste caso, contudo, o objetivo 
da equipe sera estudar o desenvolvimento inicial, e planeja alterar os genes que sao ativos 
durante os primeiros dias apos a fertilizagao. 

A proposta do grupo seria bloquear a atividade de um gene ‘regulador mestre’ 
chamado OCT4, tambem conhecido como POU5F1, que esta ativo em celulas que vao formar 
o feto (e nao nas celulas que formarao a placenta). A equipe da Dr. a Niakan planeja encerrar 
os experimentos apos uma semana da fecundagao, quando o ovulo fertilizado atingir 
o estagio de blastocisto de desenvolvimento, contendo ate 256 celulas. Neste momento, 
os embrioes serao destruidos. Os fatos estao colocados, ja ha manipulagao de embrioes 
humanos em curso. 


Moratoria 

A controversia gerada pela primeira manipulagao de embriao humano via CRISPR 
levou alguns pesquisadores a proporem uma moratoria (Cyranoski e Reardon, 2015). Houve 
no passado uma moratoria proposta pela “Reuniao de Asilomar”, na California (Estados 
Unidos), envolvendo 140 cientistas (entre eles biologos e medicos), advogados e 16 jornalistas 
liderados por Paul Berg e David Baltimore, para discussao da manipulagao de DNA em 1974 
(Goldim, 2015). 

Segundo Goldim (2015), o documento resultado da Conferencia Internacional sobre 
DNA recombinante seria um precursor do principio da precaugao. Este principio afirma que 
qualquer risco de dano grave ou irreversivel requer a tomada de medidas para prevenir 
a sua ocorrencia. 

O principio da precaugao e uma abordagem importante para este problema, porque 
CRISPR cumpre os criterios de riscos potencialmente graves e imprevisiveis, se nao forem 
implementadas medidas para prevenir esses riscos antes que haja dano real. Embora seja 
muito mais arriscado do que a recombinagao do DNA, o que levou a Conferencia de Asilomar, 
ou o Projeto Genoma Humano, que propos uma reflexao sobre as implicagoes Eticas, Legais e 
Sociais suscitadas pelo projeto criando um comite especifico e permanente que na origem era 
chamado de ELSI ( Ethics, legal and Social Implications ) associado com mapeamento do genoma 
humano, a tecnica de CRISPR tern sido cada vez mais utilizada, mas sem reflexao adequada 
sobre as suas muitas implicagoes. CRISPR e, portanto, um dos desafios mais importantes 
apresentados pela etica e pesquisa genetica no presente (Goldim, 2015). 

Contudo, alguns pesquisadores contestaram a necessidade de moratoria para a utilizagao 
da tecnica de CRISPR em embrioes humanos (Cyranoski e Reardon, 2015), como John Harris 
da Manchester University (Reino Unido), por exemplo, que afirmou que nao seria “pior do 
que o que acontece naFIV (fertilizagao in vitro ) o tempo todo, na qual os embrioes nao viaveis 
sao descartados. Eu nao vejo qualquer justificativa para uma moratoria sobre as pesquisas”. 
Outros, como Tetsuya Ishii da University of Hokkaido (Japao), acreditam que por ter sido 
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utilizado embriao criado para fertilizagao in vitro, e nao para pesquisa, ja se teria superado 
muitos dos obstaculos eticos que outros palses enfrentariam (Cyranoski e Reardon, 2015). 
Ou ainda, para George Daley da Harvard Medical School, a edigao de genes tambem poderia 
ser usada para manipular mutagoes relacionadas com alguma doenga especlfica em urn 
embriao, o qual poderia entao ser utilizado para produzir celulas-tronco embrionarias que 
poderiam funcionar como modelos para o ensaio de drogas e outras intervengoes para a 
doenga (Cyranoski e Reardon, 2015). 

0 princlpio da precaugao ja estabelecido na decada de 1970 e aprofundado nas ultimas 
decadas poderia ser o principio norteador das agoes em relagao a utilizagao da tecnica de 
CRISPR em seres humanos. 

As medidas para prevenir riscos de dano grave ou irreversivel podem ser recomendadas 
em nlvel internacional com os documentos da UNESCO. A “Declaragao Universal de Bioetica e 
Direitos Humanos” incorporou tanto a “Declaragao Universal do Genoma Humano e Direitos 
Humanos”, adotada em 1997, pela Conferencia Geral da UNESCO, quanto a “Declaragao 
Internacional de Dados Geneticos Humanos”, adotada em 2003 (Cruz et al., 2010), as quais 
trazem a obrigagao de respeito a dignidade humana, assumindo que 


O genoma humano constitui a base da unidade fundamental de todos os membros dafamilia 
humana bem como de sua inerente dignidade e diversidade. Em um sentido simbolico, e o 
patrimdnio da humanidade. (Artigo 1- Declaragao Universal do Genoma Humano e Direitos 
Humanos) (UNITED NATIONS, 1997). 


Em outubro de 2015, alguns lueses depois da publicagao do trabalho dos Chineses, 
a UNESCO publicou documento de atualizagao sobre manipulagao genetica 2 . Segundo este 
relatorio 3 da UNESCO em seu item “II. 2.5 .Benefits versus burdens” (Beneficios e encargos), a 
“Pesquisa so deve ser permitida para o beneficio da humanidade, e seus resultados nao devem 
ser utilizados para fins nao pacificos como o bioterrorismo oufins que violent a dignidade 
humana, como a Eugenia.” Tambem afirma que 


Devido as incertezas sobre o efeito da modificaqao da linhagem germinativa sobre asgeragoes 
futuras, tais intervengoes tern sido fortemente desencorajadas ou legalmente proibidas em 
muitos paises. Ha casos excepcionais em que as intervengoes sobre o genoma podem ser 
realizadas apenas para fins preventives, de diagnostico ou terapeuticos, e nao apenas se o 
objetivo e introduzir qualquer modificagao hereditaria no genoma. 


Tendo sido estabelecido o principio da precagao ha muito tempo, e com as medidas 
internacionais de reiterar as obrigagoes entre os Estados, nao se faz necessario uma nova 
moratoria como a proposta no encontro de NAPA na California (Cyranoski, 2015). 


2 UNESCOPRES, UNESCO panel of experts calls for ban on “editing” of human DNA to avoid unethical tampering with 
hereditary traits. Disponivel em < http://www.unesco.org/new/en/media-services/single-view/news/unesco_panel_of_ 
experts_calls_for_ban_on_editing_of_human_dna_to_avoid_unethical_tampering_with_hereditary_traits/#.VzxLttQrJHO 
> Acesso em: 10 maio 2016. 

3 International Bioethics Committee (IBC) Report of the IBC on Updating Its Reflection on the Human Genome and 
Human Rights. Disponivel em <http://unesdoc.unesco.org/images/0023/002332/233258E.pdf > Acesso em: 10 maio 
2016. 
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2.3 A questao moral 

Se nem tudo que PODE tecnicamente ser executado DEVE efetivamente ser executado, 
alguns valores sao colocados para nortear o “DEVERfazer” frente a possibilidade de utilizagao 
de CRISPR, como, por exemplo, erradicar doengas, em contraponto com o valor intrmseco 
do genoma como patrimonio da humanidade; o valor da ciencia e o valor do ser humano; 
entre outros. 

Poderiamos pensar o agir do cientista em qualquer questao moral originada da 
utilizagao desta tecnica de edigao de embrioes humanos em uma perspectiva de reflexao 
proposta por Siqueira e Diniz (2003), na qual se considera que 


“Bom seria, enflm, que os cientistas considerassem, no agir coddiano, os alertas de Jaspers 
sobre o uso inadequado da tecnociencia como instrumento de dominio, percebessem o apelo de 
Jonas a humildade e ponderagao ante aos avangos ciendficos, acolhessem o chamado de Morin 
para construir uma sociedade baseada na compreensao, na solidariedade e na compaixao. 
Finalmente que esdvessem atentos a urgencia universal de uma conversao existencial que 
fizesse jusdga aos direitos do outro, sobretudo aos maisfracos. 


Se nao podemos alcangar a complexidade dos fatos e as consequencias do agir frente 
as novas tecnologias, proponho que uma sabedoria minima se faz necessaria, ou seja, agir 
com prudencia (Aristoteles, 2001). 

Ha cento e cinquenta anos, Mendel propos a existencia de fatores que determinariam 
as caracteristicas hereditarias; hoje queremos determinar as caracteristicas, ou melhor, 
determinar os fatores que cada individuo carregara em seu genoma. 

Voltando ao ponto de partida de nossa reflexao, o homem define sua propria 
existencia para Nietzsche, mas, a meu ver, nao haveria respaldo moral para definir sua 
porgao biologica e, quern sabe, comprometer sua propria existencia com a manipulagao 
de embrioes via CRISPR. 

Deveremos, portanto, numa visao aristotelica, procurar a justa medida para a utilizagao 
desta tecnica sem impedir os beneficios que ela venha a trazer para cura de doengas e, ao 
mesmo tempo, evitar abusos em relagao a integridade da nossa propria especie. 


3. Legais 

3.1 A regulamentagao da edigao genetica 

A utilizagao da biotecnologia para a produgao de organismos geneticamente modificados 
(OGM) surgiu como um suporte ao melhoramento de especies, uma vez que este e limitado 
pela disponibilidade de alelos beneficos na natureza (Bortesi e Fischer, 2015). Mesmo depois de 
vinte anos de comercializagao das primeiras culturas biotecnologicas e o plantio aproximado 
de dois bilhoes de hectares em 28 paises (ISAAA, 2016), essas culturas ainda sao uma fonte 
inesgotavel de controversia publica. Parte desta polemica esta relacionada com a insergao 
aleatoria de genes no produto final e o potencial aparecimento de efeitos indesejaveis (Pauwels 
et al., 2014). O questionamento publico da biosseguranga de organismos transgenicos tern 


220 


Introdmjao a tecnica de CRISPR 




causado aumento dos encargos regulatorios, atrasos em pesquisas, restrigao do numero de 
culturas comercializadas e de empresas capazes de desenvolver este tipo de produto (Wolt 
et al., 2016). 

Atualmente, a comunidade cientifica esta presenciando um novo avango tecnologico 
conhecido como edigao de genoma. Em oposigao as tecnicas iniciais utilizadas para a produgao 
de OGMs, estas novas tecnologias utilizam complexos contendo nucleases capazes de clivar 
o DNA em locals especificos. Durante o processo de reparo da clivagem podem ocorrer uma 
insergao ou delegao, levando a mutagao do loco desejado. 

A historia foi marcada pelo desenvolvimento de tres grandes tecnologias de edigao de 
genoma: ZFN, TALEN e CRISPR (vide cap. 5). Em oposigao aos sistemas de edigao de genoma 
anteriores, CRISPR e mais simples, eficiente e versatil. Uma vez realizada a modificagao 
pretendida no genoma, o complexo Cas/gRNA pode ser removido utilizando diferentes 
estrategias moleculares (Curtin et al., 2012; Wook et al., 2015) e a regiao editada e transmitida 
as geragoes subsequentes (Curtin et al., 2012). 

Embora as tecnologias de edigao do genoma sejam bastante estringentes no 
reconhecimento de regioes especificas do DNA, CRISPR possui a limitagao de induzir possiveis 
mutagoes fora do alvo, conhecidas como “off-targets” (Shan et al., 2013; Mahfouz et al., 
2014). De acordo com Araki e Ishii (2015), mutagoes nao especificas podem resultar em 
silenciamento ou perda de fungao genica, tambem podem levar a imunogenicidade ou 
toxicidade nos produtos alimentares devido a mudanga de aminoacidos dentro de uma 
proteina. Alem disso, tern sido especulado que o cultivo de culturas com mutagoes nao 
precisas pode afetar um ecossistema como resultado de cruzamentos (Prasad et al., 2012). 
Apesar de o problema nao estar completamente solucionado, pesquisas tern sido realizadas 
para reduzir a frequencia de indugao de mutagoes nao especificas causadas por esta tecnica 
(Slaymaker et al., 2016; Kleinstiver et al., 2016). 

Semelhante ao que ocorreu com a transformagao genetica e a produgao de OGMs, 
as modernas tecnicas de edigao de genoma tambem estao suscitando questoes regulatorias. 
Ferramentas de edigao do genoma podem gerar organismos que sao extremamente similares 
ou identicos aos existentes na natureza, ou seja, uma variagao genetica natural, criando 
limites indistinguiveis entre uma modificagao que ocorreu naturalmente ou uma que foi 
induzida por nucleases sitio-especificas (Araki et al., 2014). Portanto, uma resposta dos 
reguladores a aplicagao destas novas tecnicas e urgente para o aceite dos novos organismos 
gerados (Araki e Ishii, 2015). 

3.2 O quadro regulatorio mundial 

As tecnologias de edigao de genomas atraves de nucleases sitio-direcionadas 
(NSD) como a CRISPR podem ser utilizadas para a introdugao de: (i) mutagoes aleatorias 
sitio-especificas (mudangas de apenas um par de bases, pequenas delegoes ou insergoes, 
conhecidas como indels ) induzidas apos a jungao das extremidades clivadas do DNA (NSD1); 
(ii) mutagoes pontuais sitio-especificas desejadas (substituigoes especificas de um ou poucos 
nucleotideos ou pequenas delegoes ou insergoes, conhecidas como substituigoes alelicas ) 
induzidas apos o reparo por recombinagao homologa da fita de DNA clivada. Neste processo, 
um DNA homologo e adicionado e compete com as cromatides-irmas como um modelo de 
reparo, levando a substituigao da sequencia de nucleotideos original (NSD2); e (iii) insergoes 
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Tabela 1 . Categorizagao das tecnicas de edigao de genoma atraves de nucleases sitio-direcionadas (NSD) 
e a tendencia de regulamentagao utilizando a legislagao de OGMs. 


Tecnicas de 


DNA exogeno no 
produto final 

Regulamentagao 

edigao de 
genomas 

Modificagao resultante 

Transgenico / Nao 
Transgenico 


Pequenos indels gerando mutagoes 


Podem nao sofrer 

NSDl 

randomicas sitio-especificas sem 

Ausente 

regulamentagao (exceto na 


recombinagao homologa 


Uniao Europeia) 

NSD2 

Substituigoes especificas de um 
ou poucos nucleotideos, com 
recombinagao homologa 

Presente 

Regulamentagao com 
analise caso a caso 

NSD3 

Insergoes sitio-direcionadas de 
transgenes 

Presente 

Regulamentagao de maneira 
semelhante aos OGMs 


sitio-direcionadas de transgenes (NSD3) por recombinagao homologa (EFSA, 2012; Wolt et 
al., 2016) (Tabela 1). 

De acordo com o Protocolo de Biosseguranga de Cartagena (http://bch.cbd.int/protocol/ 
text/), um OGM e um organismo que possui uma combinagao nova de material genetico 
obtido atraves do uso da biotecnologia moderna. Esta definigao alude que alguns organismos 
modificados por edigao de genoma podem estar fora do ambito das regulamentagoes atuais 
de OGM, porque esta tecnica pode produzir segregantes que nao possuem nenhuma insergao 
transgenica (Araki et al., 2014; Hartung e Schiemann, 2014; Voytas e Gao, 2014; Camacho et al., 
2014). Os produtos gerados via tecnologia NSD1 sao simples mutagoes pontuais e nao podem 
ser discriminados das naturais, pois nao carregam nenhum vestigio da tecnica utilizada para 
produzi-los; em geral reguladores, nao consideram estes organismos no mesmo contexto 
dos OGMs (Wolt et al., 2016). Ja aqueles gerados via NSD3 possuem transgenes inseridos 
no genoma e serao regulados como OGMs, mas por causa da insergao sitio-direcionada 
do transgene podera ser exigida, dependendo do quadro regulatorio do pais, uma menor 
quantidade de dados para a caracterizagao dos riscos quando comparado com um transgenico 
convencional (Wolt et al.,2016). Ja a regulamentagao para produtos enquadrados em NSD2 
nao e clara, pois depende da natureza e extensao da edigao realizada, podendo estes ser ou 
nao contidos na regulamentagao de OGMs (Lusser e Davies, 2013). 

A necessidade de protocolos regulatorios definindo como lidar com os organismos 
provenientes das tecnicas de NSD ja vem sendo discutida ha algum tempo em diferentes 
paises. Argentina, Australia, Brasil, Nova Zelandia, Uniao Europeia, dentre outros, possuem 
sistemas de regulamentagao especificos para avaliar seus organismos GM (Podevin et al., 
2012) e, no momento, estao ponderando se os organismos gerados atraves da edigao de 
genoma por NSD se enquadram nesta regulamentagao. Na Argentina em 2011, um seminario 
regulatorio preliminar para analisar as novas tecnologias aplicadas ao melhoramento de 
organismos definiu que apenas produtos baseados na edigao de genoma a partir de tecnicas 
NSD1 poderiam nao ser incluidos na regulamentagao de OGMs, NSD3 seriam regulamentados 
e NSD2 seriam analisados caso a caso (Burachik, 2011). 

Australia e Nova Zelandia, semelhantes a Argentina, concordam que produtos NSD3 
devem estar sob regulamentagao. Em 2013, o Comite de Protegao Ambiental (EPA) da Nova 
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Zelandia declarou que plantas NSD1 nao seriam regulamentadas como OGMs, mas em 2014 
esta decisao foi nulificada. 

Alegislagao da Uniao Europeia considera que um organismo transgenico e todo aquele 
no qual o material genetico foi alterado de uma maneira que nao ocorre naturalmente por 
cruzamento e/ou recomb inagao. Em 2012, um comunicado cientifico da Autoridade Europeia 
de Seguranga Alimentar (EFSA) concluiu que alimentos e ragoes derivados de produtos gerados 
pela tecnica NSD3 poderiam causar menos perigo do que os transgenicos convencionais, 
devido ao fato de a insergao genica ter sido realizada em uma regiao predefinida do genoma. 
Estes produtos deveriam ser enquadrados dentro da legislagao da Uniao Europeia para 
OGMs. A Comissao Europeia ainda nao emitiu parecer algum relacionado as tecnicas NSD1 
e NSD2 (Jones, 2015). 

No Brasil, grupos de pesquisadores e legisladores tem-se reunido para definir se os 
produtos gerados pelas modernas tecnicas de edigao de genoma deverao se enquadrar ou 
nao na legislagao de transgenicos. Entretanto, ate o presente momento nenhum comunicado 
oficial sobre este assunto foi emitido pela Comissao Tecnica de Biosseguranga (CTNBio), orgao 
ligado ao Ministerio da Ciencia, Tecnologia e Inovagao que assessora o Governo Federal em 
questoes relativas a biosseguranga de OGMs. 

0 Canada e os EUA optaram por regular todas as plantas ou produtos com novas 
caracteristicas desenvolvidas por meio de engenharia genetica ou quaisquer outras tecnicas 
de melhoramento de plantas com o mesmo, ja existente, sistema de regulamentagao. 0 foco 
dos sistemas de regulagao e sobre os riscos inerentes ao novo produto, em vez do metodo 
de produgao (Podevin et al., 2012; Smyth e McHughen, 2008; Wolt et al., 2016). 

Nos Estados Unidos, os reguladores indicam que abordagens sitio-direcionadas que 
resultam em exclusoes especificas de nucleotideos endogenos (NSD1) nao seriam reguladas 
pelo Departamento de Agricultura Americano (USDA). Da mesma maneira, abordagens 
iniciadas com transgenia, nas quais passos intermediaries selecionam para a ausencia dos 
elementos transgenicos, nao seriam reguladas pelo USDA. No entanto, metodos de mutagao 
sitio-direcionadas envolvendo insergoes ou substitutes de oligonucleotideos deverao ser 
analisados caso a caso (Camacho et al., 2014). 

Eventos gerados por tecnologias baseadas na edigao de genomas, como uma linhagem 
de milho contendo baixa concentragao de fitato, gerada utilizando a tecnologia ZNF, foram 
classificados como fora do escopo da regulamentagao de OGMs pelo USDA (Waltz, 2012). 
Alem disso, recentemente o USDA emitiu um parecer que nao ira regulamentar o cogumelo 
geneticamente modificado, no qual se utilizou a tecnologia CRISPRpara evitar o escurecimento 
do produto durante a estocagem, assim ele podera ser cultivado e vendido sem supervisao 
(Waltz, 2016). 

Recentemente, a Autoridade Alema concluiu que um evento de canola gerado atraves 
da tecnologia de mutagenese direcionada de oligonucleotideo ( oligonucleotide directed 
mutagenesis - ODM) (Beetham et al., 1999; Zhu et al., 1999), uma das primeiras tecnicas de 
edigao de genoma, nao constitui um OGM, uma vez que e indistinguivel de produtos obtidos 
por mutagenese convencional (BVL, 2015). 

A comunidade cientifica e os reguladores vem discutindo os produtos gerados por 
tecnicas de edigao de genoma amplamente (European Food Safety Authority Panel on Genetically 
Modified Organisms, 2012; International Life Sciences Institute, 2013; Lusser and Davies, 
2013; Pauwels et al., 2014; Podevin et al., 2012, 2013), e o consenso resultante e que o grau 
de regulamentagao destes produtos sera definido pela existencia ou nao de integragao de 
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sequencias heterologas via recomb inagao homologa, pelas caracteristicas finais do produto e 
pela sua utilizagao, bem como pela estrutura legislativa presente na regiao do seu langamento 
(Wolt et al., 2016). 

Pauwels et al. (2014) aventam que o quadro regulatorio utilizado para acessar a 
biosseguranga dos OGMs tradicionais compreendendo desde a caracterizagao molecular e 
fenotipica do evento ate a detecgao de efeitos indesejaveis devido a insergao do transgene 
em locals nao controlados nao seria adequado para organismos nos quais apenas indels ou 
mutagoes pontuais foram introduzidas por NSD1. Entretanto, Pauwels et al. (2014) e Huang 
et al. (2016) acreditam que a caracterizagao molecular da regiao onde ocorreu a clivagem, 
bem como a identificagao de potenciais locais de clivagem fora do alvo, permanecem aspectos 
importantes que devem ser avaliados para a antecipagao de efeitos adversos potenciais 
indesejados. Caplan et al. (2015) advertem que CRISPR tornou-se uma tecnologia popular 
em todo o mundo. Isto exige que existam padroes internacionais para testar a biosseguranga 
dos organismos geneticamente editados e para possibilitar a atribuigao de responsabilidade 
por danos. 

Uma harmonizagao da legislagao international, com base em uma avaliagao cientifica, 
e necessaria sobre esta questao, a fim de aproveitar o potential desta tecnologia com 
seguranga e aceitagao social. O importante e desafiador e garantir que as regulamentagoes 
e as avaliagoes de risco exigidas permanegam proportionals ao nivel de risco que estes 
organismos possam representar para a saude humana, animal e do ambiente. Criando 
assim um ambiente legislativo que evite os possiveis riscos da tecnologia, mas que tambem 
estimule a inovagao necessaria para satisfazer outros objetivos politicos, como a seguranga 
alimentar, o desenvolvimento economico e a confianga do consumidor (Podevin et al., 2012). 


4. Ambientais 

4.1 Introdugao 

A Mutagenic Chain Reaction (MCR), ou reagao mutagenica em cadeia (em tradugao 
livre), e uma tecnica de manipulagao genetica que permite a edigao continua de genes, 
enquanto estes ainda se encontram intactos em seus cromossomos de origem (para detalhes 
tecnicos, vide capitulo 10; Gantz e Bier, 2015). Considerada um avango cientifico de imenso 
potential, a MCR permite que “mutagoes autocataliticas” se espalhem do cromossomo de 
origem ao cromossomo homologo, ocorrendo em celulas somaticas e da linhagem germinativa, 
alterando completamente o organismo em questao (Gantz e Bier, 2015). 

A MCR foi inicialmente desenvolvida em 2015 por Valentino M. Gantz e Ethan Bier em 
experimentos com Drosophila (Gantz e Bier, 2015). De forma simplificada, para o funcionamento 
dessa tecnica sao necessarios tres componentes basicos: (i) a enzima Cas9, responsavel 
pela clivagem do DNA-alvo, (ii) um gRNA que direciona a nuclease ao alvo e (iii) um par de 
sequencias homologas as sequencias flanqueadoras (imediatamente adjacentes) ao local a 
ser editado no gene-alvo. 

Dessa forma, a cassete MCR e capaz de se integrar em uma regiao especifica do 
genoma (por exemplo, dentro de um gene, inativando-o) e em seguida alterando a regiao 
correspondente no cromossomo homologo (isto e, o outro alelo) (figura 1). De acordo com o 
principio basico dessa tecnica, a MCRpode ser considerada uma forma acelerada de heranqa 
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Figura 1. Modelo esquematico simplificado do mecanismo de funcionamento da Mutagenic Chain Reaction (MCR). 

Esta estrategia permite que uma “construgao MCR” (genes para Cas9 e gRNA flanqueados por sequencias homologas 
a um loco no genoma) possa se integrar de maneira homozigotica em apenas uma geragao. Eventuais (trans)genes 
de interesse podem fazer parte da “construgao MCR” e serem herdados conjuntamente. Imagem: Pereira, TC (2016), 
baseado em Gantz e Bier (2015). 
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Figura 2. Modelo esquematico da transmissao de um alelo mutado atraves de heranga mendeliana e Mutagenic 
Chain Reaction. No modelo de heranga mendeliana, um organismo carregando uma copia de um gene alterado (em 
preto), ao se reproduzir com um organismo nao portador da alteragao, normalmente passa a mutagao para 50% de 
seus descendentes de primeira geragao. 0 modelo de Mutagenic Chain Reaction (MCR) teoricamente garante que toda a 
descendencia herde a mutagao na primeira geragao. Imagem: Franga, CT e Oliveira, MBM (2016). 


mendeliana (figura 2). Isto porque, em vez de serem necessarias varias geragoes para se 
propagar, uma mutagao inicialmente em heterozigose (apenas um alelo alterado) pode entrar 
em homozigose em um unico ciclo, potencialmente levando a manifestagao do fenotipo 
mutante ainda na geragao “0” (isto e, no organismo derivado do embriao geneticamente 
modificado) (Gantz e Bier, 2015). 


4.2 Potenciais aplicagoes da tecnica MCR 

A tecnologia da MCR e uma poderosa ferramenta de engenharia genetica, aplicavel 
a diversos organismos e que pode ser util para redugao de problemas globais de saude, 
agricultura e conservagao. No momento, uma das principals utilizagoes da tecnica e o controle 
de vetores de doengas infecciosas. 

Ganz e colaboradores utilizaram a MCR como estrategia para introduzir um transgene 
no mosquito Anopheles stephensi, transmissor do Plasmodium falciparum e causador da 
malaria (Gantz et al., 2015). A proposta da pesquisa foi gerar uma linhagem transgenica 
com capacidade reduzida de transmitir o patogeno. Note que a MCR e eficiente nao apenas 
para introduzir um transgene no genoma, mas tambem para dissemina-lo na populagao: 
-99,5% da prole apresentou o transgene. A expectativa e de que, no futuro, uma linhagem de 
mosquitos geneticamente modificada carreadora de transgenes que tornam o vetor resistente 
ao P. falciparum seja criada, auxiliando a interrupgao da transmissao dessa enfermidade. 
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Abordagens similares tambem podem ser potencialmente aplicadas a pragas e especies 
invasoras, bem como a introdugao de mutagoes que conferem susceptibilidade a inseticidas, 
por exemplo, auxiliando na redugao de problemas ambientais (Bourtzis e Hendrichs, 2014). 

4.3 Cuidados no uso da tecnica e regulamentagoes vigentes 

A possibilidade de propagar transgenes ou alelos mutantes (dependendo da construgao 
da MCR) de forma tao eficiente, mas que podem alterar populagoes naturais inteiras em urn 
curto perlodo de tempo, vem acompanhada de serios debates sobre seguranga. Apesar dos 
muitos beneflcios, a tecnica teoricamente tambem possui enorme potencial de causar danos 
ate entao sem precedentes em caso de liberagao acidental ou intencional de organismos 
alterados (Esvelt et Ed., 2014). 

Cientistas trabalhando com MCR (ou qualquer outra tecnica de derivagao de genes, 
ou seja, que permitem modificagao genetica ao longo do tempo) sao responsaveis por, no 
minimo, mante-los confinados atraves de barreiras fisicas, uma vez que as consequencias da 
liberagao acidental de organismos modificados no meio ambiente sao imprevisiveis (Gantz 
e Bier, 2015; Oye et al., 2014; Esvelt et al., 2014; Burt, 2003). 

O uso de barreiras fisicas de contengao, em conjunto com barreiras moleculares (como 
metodos de reversao ou eliminagao da mutagao introduzida) sao estrategias que devem ser 
utilizadas para limitar a reprodugao do organismo no ambiente (Akbari et al., 2015, Esvelt et 
al., 2014, Henkel, Miller e Weyant, 2012). Outra alternativa sao as barreiras ecologicas (como 
a realizagao de experimentagao longe do habitat onde a populagao natural do organismo 
em estudo existe ou o uso de organismos que nao possam se reproduzir na natureza). Todos 
esses mecanismos separados, ou em conjunto, tern sido sugeridos como forma de reduzir 
ainda mais os riscos de liberagao acidental de organismos alterados atraves da MCR (Akbari 
et al., 2015; Caliando et al., 2015; DiCarlo et al., 2015; Oye et al., 2014). 

Adicionalmente, e indicado que organismos geneticamente alterados pela MCR com 
potencial de propagar transgenes/alelos mutantes nao sejam transferidos entre instituigoes, ate 
que guias formais de biosseguranga sejam estabelecidos. Em vez do transporte de amostras, 
os laboratories devem, quando possivel, compartilhar as construgoes de DNA (DNA constructs ) 
ou informagoes e protocolos suficientes para reprodugao de experimentos (Akbari et al., 2015). 

Os riscos relacionados ao uso desta tecnologia pedem uma cuidadosa avaliagao por 
parte das autoridades de biosseguranga relevantes. No entanto, apesar do consenso de que 
todos os experimentos laboratoriais devam empregar rigorosas estrategias de confinamento, 
diretrizes formais (como regulamentagoes ou protocolos oficiais) para avaliagao da eficacia 
de tais estrategias ainda sao inexistentes ou estao em fases iniciais de desenvolvimento. 
Autoridades de biosseguranga sao, entao, encorajadas a buscar orientagoes externas de 
especialistas e fazer a sua avaliagao (Akbari et al., 2015; NRC, 2015; Oye et al., 2014). 

4.4 Riscos ambientais da dispersao de genes derivados de MCR 

Ate o momento nao ha como prever com precisao as consequencias da liberagao 
de um organismo com uma mutagao derivada de MCR para sua ou outras especies no 
ambiente natural (Oye et al., 2014). No caso de dispersao de um organismo geneticamente 
alterado atraves da MCR, acredita-se que a populagao com o transgene/alelo mutante passaria 
inicialmente por um crescimento exponencial. O tempo necessario para que 100% dos 
individuos passem a carregar a mutagao e, no entanto, altamente variavel e dependente da 
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dinamica e comportamento da populagao (exemplo: ciclo reprodutivo do organismo), do 
numero de organismos mutantes introduzidos na populagao e da eficiencia/dinamica do 
fluxo de dispersao da mutagao (Unckless et al., 2015a; Unckless et al., 2015b). 

Apesar de ser dificil generalizar, a principio todas as especies que se reproduzem 
sexualmente, como insetos, animais e plantas podem ser alteradas por meio da MCR, e as 
especies mais susceptiveis a risco de dispersao acidental sao as que se reproduzem mais 
rapidamente (como mosquitos). Como a MCR so funciona em organismos que se reproduzem 
sexualmente, virus, bacterias e a maioria dos organismos unicelulares que se reproduzem 
por divisao clonal ou autofertilizagao nao podem ser alterados, e consequentemente nao 
correm risco em caso de dispersao acidental (Esvelt et al., 2014). 

Felizmente, cientistas consideram que a MCR seria ineficiente em alterar populates 
humanas devido ao longo periodo de reprodugao. Em casos de contato acidental com um 
organismo alterado liberado na natureza, acredita-se que nao muito mais do que raras 
reagoes alergicas (devido ao contato com a proteina Cas9) poderiam ocorrer (Oye et al., 2014). 

Plantagoes, por outro lado, seriam possivelmente susceptiveis a alteragoes por meio 
do contato com outras plantas alteradas por MCR. No entanto, a dispersao de qualquer 
mutagao requer que esta seja eficientemente introduzida ao pool genetico da populagao, e, 
atualmente, a maioria das plantagoes sao cultivadas sob condigoes rigidamente controladas 
(similarmente para gado e outros animais domesticados, que sao parte de programas 
controlados de reprodugao), de modo que estas seriam rapidamente destruidas quando 
identificadas (Esvelt et al., 2014; Oye et al., 2014). Adicionalmente, certas alteragoes, como 
tragos prejudiciais aos organismos, provavelmente necessitariam de constante reintrodugao 
para que fossem mantidas, uma vez que estas tern custos para os individuos e eventualmente 
tendern a ser substituidas (Unckless et al., 2015a; Unckless et al., 2015b; Esvelt et al., 2014). 

4.5 Controversias sobre a tecnica MCR e sua seguranga 

Apesar de a CRISPR ser considerada um dos maiores avangos cientificos da atualidade, 
ha aqueles que acreditam que o estudo original que descreve a MCR (Gantz e Bier, 2015) 
nunca deveria ter sido publicado, uma vez que ele nao inclui outras medidas de contengao 
alem de barreiras fisicas para evitar a propagagao nao intencional das mutagoes, podendo 
entao incentivar um padrao de comportamento que e muito inferior ao recomendando 
(Akbari et al., 2015; Bohannon, 2015; Gantz et al., 2015). Felizmente, estudos mais recentes 
ja fazem uso de medidas de seguranga adicionais. 

Por exemplo, em um estudo com Saccharomyces cerevisiae, a Cas9 e o gRNA foram 
integrados as cepas separadamente (em diferentes cassetes), o que dificulta a propagagao 
das mutagoes em caso de liberagao acidental. Adicionalmente, a restrigao do uso da MCR 
exclusivamente para sequencias sinteticas que so estao presentes em populagoes de laboratorio 
foi outra sugestao dos autores do estudo (DiCarlo et al., 2015). 

Ja em cepas de Escherichia coli, a inclusao de um dispositivo codificado geneticamente 
e capaz de degradar partes predefinidas do DNA, levando as celulas manipuladas a norte, 
uma vez que o organismo esteja fora dos limites do laboratorio (alteragoes do meio de 
cultivo), diminuindo assim o risco de liberagao acidental (Caliando et al., 2015). Os autores 
do estudo original ressaltam, no entanto, que cada experimento e unico, e medidas de 
seguranga usadas em leveduras, por exemplo, podem nao necessariamente ser uteis em 
outros organismos (Bohannon, 2015; Gantz et al., 2015). 
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Modelos estatisticos sugerem que, uma vez liberado, um organismo alterado pela MCR 
pode ser muito eficaz em alterar/substituir uma populagao natural, e que existem condigoes 
otimas em que a introdugao de um unico individuo pode levar a fixagao de um alelo mutante, 
mesmo que este possua consequencias deleterias para o individuo. Desse modo, cientistas 
acreditam que a velocidade em que o processo de espalhamento da mutagao pode ocorrer 
e motivo para precaugao antes de se considerar o uso da tecnica e a possivel liberagao de 
um organismo modificado no meio ambiente, seja ela acidental ou intencional, como o 
uso de mosquitos alterados para o combate a malaria, dengue e outras doengas (Unckless 
et al., 2015a; Unckless et al., 2015b). Adicionalmente, mesmo que as alteragoes geneticas 
possam ser revertidas, qualquer populagao natural consequentemente alterada teria sua 
diversidade genetica reduzida, podendo se tornar mais vulneravel a pressoes naturais ou 
antropogenicas (Oye et al., 2014). 

4.6 Conclusao 

Os riscos e consequencias ambientais da dispersao de transgenes/alelos mutantes 
via MCR dependent de diversos fatores, como a especie envolvida e a ocorrencia de novas 
mutagoes na mutagao inicial feita via MCR, entre outras (Esvelt et al., 2014; Oye et al., 
2014). Os potenciais usos da MCR sao unicos, e e importante que cada um seja ponderado 
e discutido com transparency e cautela. Claramente, mais pesquisas sao necessarias para 
que possamos compreender como individuos, populagoes e ecossistemas irao responder a 
alteragoes tao dramaticas. 


5. Pioneirismo 

5.1 As patentes e o mercado da biotecnologia 

Atualmente, um tema vent recebendo notoriedade no meio academico, devido aos 
desafios presentes na comunidade cientifica, e refere-se a importancia do pioneirismo na 
pesquisa. Segundo a definigao encontrada nos dicionarios, o “Pioneiro” e quern primeiro 
desbrava regioes incultas (desbravador). Esta descrigao sintetiza a rotina diaria de um 
pesquisador dedicado a busca por inovagoes e novas criagoes tecnologicas que possam vir 
a ser patenteadas. Primeiramente, em face da relevancia do assunto, a presente segao tern 
como objetivo apresentar uma breve elucidagao sobre patentes, tendo como unica base a 
area de biologicas com enfase no sistema CRISPR-Cas9, assunto central deste livro. 

Historicamente e inegavel a relevancia do potencial das descobertas biotecnologicas 
e o seu impacto global. Ao longo dos ultimos anos nao faltam exemplos que mostram os 
notaveis progressos. Em 1953, James Watson e Francis Crick apresentam a estrutura do 
DNA (Watson e Crick, 1953). Ent 1985 surge a PCR (Polymerase Chain Reaction), e alguns 
anos depois da-se o inicio do projeto Genoma Humano. O ano de 1996 e marcado pelo 
nascimento da ovelha Dolly, primeiro mamifero a ser clonado. Dois anos mais tarde, Andrew 
Fire e colaboradores desenvolvem a tecnica de RNAi (Fire et al., 1998). No Brasil, no ano 
2000, anuncia-se o sequenciamento do genoma da bacteria Xylella fastidiosa, e em 2012 foi 
descrita pela primeira vez a tecnologia de edigao genica CRISPR-Cas9 por Jennifer Doudna 
e Emanuelle Charpentier (Jinek et al., 2012). 
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A lista de descobertas e extremamente extensa, no entanto, ha ainda inumeras areas 
a serem exploradas. Grupos de pesquisas de todo o mundo tern estudado excessivamente 
mecanismos biologicos vislumbrando possiveis aplicabilidades ainda nao descritas passiveis 
de uma publicagao cientifica ou protegao atraves de um documento de patente. 

A pesquisa voltada para as moleculas com atividades biologicas e/ou farmacologicas, 
propriedades fisico-quimicas otimizadas (melhores do que as existentes) e biomateriais, 
alvos centrais da industria biotecnologica, pode tornar-se parte de um emergente mercado 
global que cresceu no perlodo de 2002-2006 a uma taxa anual (CAGR- Compound Anual 
Growth Rate) de 13,4%, partindo de uma base de US$ 92,9 bilhbes em 2002 a US$ 153,5 bilhoes 
em 2006. Ainda em 2006, o setor de medicina e saude humana foi o que mais se destacou, 
gerando receitas de US$ 96,2 bilhoes, equivalentes a 62,5% do valor do mercado global de 
biotecnologia (Datamonitor, 2007; Global Bioeconomy Consulting LLC, 2007). Ja em 2016, 
estes mesmos dados revelam uma receita que atinge US$ 1 trilhao, com crescimento do 
setor de 3% ao ano (2011-16). Somente nos Estados Unidos, considerado llder no segmento, 
mais de 810 mil profissionais trabalham na industria biofarmaceutica, que gera um total 
de 3,4 milhoes de empregos indiretos (SelectUSA, 2016). 

Diante de todos esses indicadores positivos, industria e pesquisa cientifica forarn 
estimuladas pelo cenario promissor, firmando assim algumas parcerias de desenvolvimento 
e produgao em grande escala de itens de origem biologica. 

Em decorrencia desta progressiva expansao do mercado biotecnologico, houve um 
consideravel aumento dos depositos de patentes em relagao a estas tecnologias, visando 
principalmente garantir a protegao sobre o monopolio daquele produto e frequentemente 
projegao internacional. 

Dentro deste cenario, fulgura a recem-descoberta tecnica de CRISPR-Cas9, ferramenta 
que, conforme ja retratado, abre inumeras possibilidades de aplicagoes e inovagoes 
biotecnocientificas, tornando-o altamente valioso em nivel mercadologico e, portanto, alvo 
de uma serie de conflitos nao usuais que serao descritos a seguir. 

5.2 A disputa Doudna-Charpentier versus Zhang 

Relembrando alguns pontos-chave fundamentals para a compreensao da tratativa, o 
potencial de CRISPR-Cas9 como uma ferramenta de edigao genetica foi descrito pela primeira 
vez em uma publicagao de agosto de 2012 na revista Science (Jinek et al., 2012), trabalho 
este liderado por Jennifer Doudna, da Universidade da California em Berkeley, e Emanuelle 
Charpentier, do Centro de Pesquisa de Infecgoes Helmholtz, Alemanha (Sherkow et al., 2015). 
As duas pesquisadoras submeteram o deposito de patente para o sistema CRISPR-Cas9 em maio 
de 2012, que incluia cerca de 155 reivindicagoes de patentes consistindo em diversos tipos 
de aplicabilidades da nova ferramenta em diferentes tipos celulares (Sherkow et al., 2015). 
Este pedido encontra-se sob analise do USPTO ( United States Patent e Trademarket Office), 
escritorio americano responsavel pela analise dos depositos de patentes sob a numeragao 
PCT/US2013/032589 (2013). 

Em paralelo, em dezembro do mesmo ano, o pesquisador Feng Zhang, do MIT 
(Massachusetts Institute of Technology), tambem submeteu o pedido de patente referente a 
utilizagao do sistema CRISPR-Cas9 em celulas eucarioticas (No. 2014/0336133 (2014)), sendo 
este ja concedido em abril de 2014. Alem desses dois pedidos de patentes, ha uma serie de 
outras solicitagoes envolvendo o sistema CRISPR-Cas9. 
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No entanto, ha um impasse de grandes proporgoes envolvendo Doudna-Charpentier 
e Zhang referente a disputa pela aquisigao de patente, gerando desafios que acometem nao 
so os pesquisadores em questao, bem como toda a comunidade da area biotecnologica. 

0 primeiro ponto a ser delineado, que levantou uma serie de discussoes pertinentes 
abrangendo algumas jurisdigoes de diferentes paises, relaciona-se a questao do pioneirismo. 
Este ponto chama a atengao nesse caso especifico, pois, levando em consideragao as datas 
de submissao para a aquisigao de patente, Doudna-Charpentier fizeram o pedido antes de 
Zhang, e este ultimo obteve a concessao, enquanto as pesquisadoras ainda possuem seu 
pedido sob analise (Ledford, 2016). 

0 pedido de solicitagao de patente de ambos os pesquisadores foi depositado nos 
Estados Unidos, lider mundial nas descobertas cientificas e inovagoes, tradicionalmente um 
dos maiores mercados para a biotecnologia. De acordo com a Lei de Protegao a Propriedade 
Intelectual americana, os detalhes de como uma patente deve ser examinada estao no Manual 
de Procedimentos de Exame de Patente - Manual of Patent Examining Procedure (USPTO, 
2006a). Brevemente sera descrito nas proximas linhas a atual regra que regula o sistema 
de patente dos EUA inerente ao tema em pauta. 

Segundo os criterios de patenteabilidade americanos, as patentes podem ser obtidas 
por quern quer que invente ou descubra qualquer processo ou composigao da materia que 
seja nova (35 USC 102), util e nao obvia (35 USC 101) (Webber et al., 2014). Considerado um 
dos sistemas menos complexos de depositos de patentes, quando comparado com o modelo 
de outros paises, o sistema americano modificou suas regras em margo de 2013. Antes desta 
data, vigorava a regra de que a patente seria concedida para o inventor pioneiro, porem, 
foi modificada, e atualmente quern obtem o privilegio da patente e quern primeiro realiza 
o deposito de solicitagao de patente. 

De um lado, Doudna-Charpentier realizam o deposito da patente em maio de 2012, 
que antecede a data de mudanga da regra; de outro lado, Zhang deposita tambem no mesmo 
ano, ou seja, ambos sob a mesma legislagao. Dessa forma, Zhang alega ter sido o primeiro 
inventor e Doudna-Charpentier afirmam que, alem de serem as primeiras inventoras, tambem 
se enquadram na nova lei em vigor, sendo as primeiras depositantes. Todavia, o processo 
ocorre em andamento sob o regime do antigo modelo fundamentado no pioneirismo. 

Alem da rivabdade no ambito academico, ambos os pesquisadores estao relacionados 
com a fundagao de empresas Start-ups voltadas para a edigao genica. Editas Medicine ganhou 
a primeira patente (n° 8697359 - Sistema CRISPR-Cas e metodos de alteragao de expressao 
de produtos genicos) neste campo utilizando o sistema CRISPR-Cas, tendo como cofundador 
Feng Zhang. A empresa em questao foi fundada pela uniao de duas instituigoes parceiras: 
Broad Institute e MIT, sendo as duas de Cambridge, Massachusetts. Em 2013, Editas foi 
langada com US$ 43 milhoes em financiamentos de empresas como Flagship Ventures, 
Polaris Partners e Third Rock Ventures, incluindo a participagao da Fundagao de Parceiros 
da Inovagao (Sheridan, 2014). 

A Start-up CRISPR Therapeutics, sob a diregao cientifica de Doudna-Charpentier, 
tambem se encontra na disputa do concorrido mercado de edigao genica. Apesar de Zhang 
ter conseguido a patente inicial, este nao se encontra totalmente imune, pois o deposito das 
pesquisadoras ainda esta sob analise na USPTO (PCT/ US2013/032589) e pode ser aceito. Ainda 
assim, caso nao o seja, as duas podem entrar com um recurso denominado “interference 
proceeding” (35 USC 135) (Patentek, 2016) contra a patente inicial de Zhang. 
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Assim, existem varios desdobramentos que podem ser previstos: se Doudna-Charpentier 
ganharem o pedido de interferencia, a patente de Zhang seria anulada, embora nao haja 
garantia de que o deposito delas ainda em revisao seja aceito. Em contrapartida, se os 
argumentos de Zhang se sobrepuserem ao das pesquisadoras, ele mantem a sua patente e 
elas provavelmente perderiam a sua solicitagao (Sherkow et al., 2015). 

Ainda para fomentar a discussao envolvendo a disputa da patente principal de CRISPR- 
Cas9, se a patente de Zhang for invalidada, todas as patentes secundarias a esta podem 
tornar-se irregulares, inclusive produtos que ja tenham sido regulamentados pelo FDA ( Food 
and Drug Admnistration) (Sherkow et al., 2015). Outro aspecto que merece certa relevancia 
e que, depois que um mecanismo torna-se amplamente compreendido e conhecido, como a 
PCR, ele pode converter-se em obvio e, portanto, nao ser elegivel a patente e ser invalidado 
(Sherkow et al., 2015; Ledford, 2016). 

Em abril de 2015, apesar das possiveis consequencias negativas conforme citado, o 
grupo de Berkeley decidiu entrar com o pedido de interferencia sob a patente de Zhang na 
USPTO, este responsavel por decidir quern dos pesquisadores rivais seria o primeiro inventor 
da tecnica de edigao genica. Dessa forma, o escritorio de patentes iniciou o processo de 
interferencia de patente, agindo de modo equivalente a um processo judicial, solicitando 
evidencias, depoimentos comprovantes de ambos os lados, publicagoes e cadernos de laboratorio 
para embasamento da decisao (Ledford, 2016; Nature Biotechnology News, 2016). 

Como se ja nao houvesse tantas consideragoes a serem delineadas e entraves a serem 
solucionados em relagao a situagao da patente CRISPR-Cas9 nos Estados Unidos, ainda ha a 
questao europeia a ser definida e a duvida proeminente de quern seria entao o proprietario 
intelectual na Europa. 

Os direitos de propriedade industrial sao de efeito local. Para ter sua protegao estendida 
em outros territories (extensao internacional), e necessario realizar a solicitagao de um 
pedido de patente na instituigao provedora da outra regiao. 

Adentrando as regras de outro continente, a Europa e representada pelo Escritorio 
Europeu de Patentes (EPO), que tern como objetivo estabelecer as regras de protegao patentaria 
para todos os 31 paises constituintes (INPI, 2007), eeo quinto maior escritorio de patentes do 
mundo, segundo a WIPO (World Intellectual Property Organization) (WIPO, 2016). A protegao 
das invengoes biotecnologicas e citada nos artigos 52 e 53 da Convengao de Patentes Europeia 
e pela Diretiva Europeia 98/44EC. 

Assim, atendendo aos criterios estabelecidos pelas supracitadas, o pesquisador Zhang 
do MIT prossegue com a aplicagao da patente conquistada na USPTO na Europa. No entanto, 
o deposito nao chegou a ser analisado, inclusive nao sendo encaminhado para a Divisao 
de Exame. Pois, apos a EPO receber a solicitagao de patente, houve a intervengao de uma 
observagao de terceiros ( third-party) similar a uma denuncia realizada de forma anonima 
que paralisou o andamento do processo (Kupecz, 2014). 

O artigo 115 da EPC (European Patent Convention) preve que antes da solicitagao do 
pedido de patente e possivel que qualquer terceiro apresente argumentos que inviabilizem a 
continuidade do processo, provocando atrasos e podendo ate mesmo culminar na recusa da 
concessao de uma patente (Kupecz, 2014). Neste caso em referenda, o relatorio de terceiros 
apresentado a EPO contemplava cerca de 20 incongruencias tecnicas em oposigao a patente 
de Zhang, sendo que algumas destas ja haviam sido previamente investigadas pela propria 
EPO. Um dos argumentos descritos neste documento mencionava a ausencia de invengao 
e novidade (Kupecz, 2014). 
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Conforme citado anteriormente, o regime de aquisigao de patentes adotado pelos 
Estados Unidos e simplista quando comparado as regras de outros palses, e isso inclui o 
sistema europeu, dotado de exigencias e regras mais complexas. 

De acordo com as regras existentes e praticadas pela EPO, a data de deposito de urn 
pedido de patente da origem ao direito de prioridade. Assim, o requerente dispoe de um 
prazo de 12 meses a contar desta data para apresenta-lo em outros palses, mantendo como 
data de deposito dos pedidos posteriores a do primeiro deposito (data de prioridade). 

Desta forma, se os argumentos do relatorio de terceiros ( third-party ) forem aceitos, 
pode ocorrer uma alteragao no que concerne as datas de deposito de Zhang (MIT) (de 12 de 
dezembro de 2012 para 12 de dezembro de 2013), o que culminara na alteragao dos documentos 
solicitados para o deposito. Alem disso, o deposito da patente deve ser feito anteriormente a 
publicagao; se ocorrer a mudanga de datas, havera uma inversao e a publicagao se tornara 
anterior ao pedido do deposito, podendo assim ser interpretado pelo comite europeu como 
ausencia de novidade. 

Diante de todos os fatos, o processo relatado encontra-se unica e exclusivamente sob 
a analise da Divisao de Exames da EPO, cabendo a ela a decisao da concessao da patente 
CRISPR-Cas9 para o pesquisador Zhang. Durante o decorrer do processo, e possivel que 
novas evidencias sejam incorporadas tanto pelo requerente quanto por terceiros ou pela 
propria EPO. 

Como consequencia, dificilmente e possivel fazer uma previsao em relagao ao future 
deste processo. Caso o pedido de aquisigao de patente seja negado pela Divisao de Exame, 
existe a possibilidade da abertura de um pedido de recurso pelo depositante no Conselho 
de Recursos da EPO, um processo com a duragao minima de dois anos. Ainda assim, se 
atraves do recurso a patente for concedida, o processo continua em aberto por mais nove 
meses, ficando disponivel para a intervengao de terceiros. Neste ponto presume-se que 
havera oposigao sobre a patente de Zhang, prorrogando o processo por aproximadamente 
mais cinco anos. Portanto, a tecnologia CRISPR-Cas9 ainda nao se encontra patenteada na 
Europa e o seu processo ainda demorara alguns anos ate que possa finalmente ser concluido. 

Apesar de toda a incerteza que norteia o future de uma das tecnologias mais 
revolucionarias dos ultimos tempos e forte candidata ao Nobel, em nivel mercadologico 
CRISPR-Cas9 e absoluto sinonimo de investimentos. A gigante Bayer investiu neste segmento, 
por meio de uma joint-venture contratual formada com a CRISPR Therapeutics atraves de um 
consorcio de empresas. Este tipo de associagao tern como principal caracteristica o beneficio 
mutuo das companhias envolvidas, como o compartilhamento do conhecimento e novas 
tecnologias, competitividade internacional e ampliagao da rede estrategica de negocios. 
A Bayer esta investindo mais de US$300 milhoes em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) 
para os proximos cinco anos neste segmento. A DuPont, segunda maior empresa quimica 
do mundo com forte lideranga em ciencia e tecnologia, tambem formou uma alianga com a 
Caribou Biosciences (laboratorio da Universidade da California, liderado por Jennifer Doudna) 
envolvendo aplicagoes da ferramenta CRISPR-Cas9 em plantas, resultando em publicagoes 
(Grushkin, 2016). 

Em 2014, Jennifer Doudna e Emanuelle Carpentier foram indicadas ao Premio 
Nobel de Quimica, como o esperado. No entanto, os laureados nesta premiagao foram os 
pesquisadores Eric Betzig, Stefen W. Hell e William E. Moerner. Mas, visto que mais da 
metade dos laureados esperaram cerca de 20 anos para ganhar, as pesquisadoras continuam 
na disputa (Cesare, 2015). 
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6. Conclusoes 


A constatagao de que um achado cientlfico e de “alto impacto” pode ser feita de formas 
alem da compilagao do numero de artigos e citagoes a ele associados. Pode-se dizer que a 
descoberta alcangou um ruvel extraordinario de relevancia quando ela suscita importantes 
debates dentro da comunidade nao academica, desperta um intenso interesse do setor privado 
e forga os legisladores a reverem conceitos. 
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1. Introdugao 

Apresentamos ao longo do livro varias das principals aplicagoes e variagoes da tecnica 
de CRISPR. Neste capitulo final, abordaremos alguns temas situados nos limites desta area 
de conhecimento, artigos que projetam a CRISPR para outros dominios alem das arqueas 
e bacterias, alem das aplicagoes biotecnologicas mais convencionais e intuitivas, cujas 
implicagoes podem dar novos rumos a genetica molecular. 


2. CRISPR goes retro 

Os virus de bacterias, ou bacteriofagos, sao a mais abundante forma de vida. Ja foram 
descritos diversos mecanismos de defesa de bacterias contra essas infecgoes, incluindo a 
diminuigao de receptores de entrada viral e mecanismos de indugao de morte celular. Nos 
ultimos anos tern sido descrito um sistema de imunidade adaptativa denominado CRISPR-Cas, 
que e o primeiro e unico de tal tipo em Arqueas e Bacterias. Por meio desse sistema, procariotos 
tern memoria dos encontros com os organismos invasores via a aquisigao de pequenos 
fragmentos de seus elementos geneticos. 

Como visto em capitulos anteriores, o sistema pode ser dividido em tres etapas (vide 
cap. 1): a primeira consiste no reconhecimento, clivagem e incorporagao de fragmentos 
do material genetico exogeno, como DNA viral, nos locos CRISPR (adaptagao). Na segunda 
etapa, o loco CRISPR e transcrito junto com os genes Cas, produzindo os crRNAs. Na ultima 
etapa, os crRNAs associados as proteinas Cas reconhecem elementos geneticos invasores 
por complementaridade da sequencia de bases e clivam esses elementos (interferencia), 
impedindo sua agao. Tanto DNA quanto RNA podem ser complementares ao crRNA e clivados 
pelas Cas. Como mecanismo de defesa, essa caracteristica e importante para impedir a agao 
de virus (com genoma em RNA ou DNA) e plasmideos (Barrangou, 2013). 

A capacidade adaptativa das bacterias depende da habilidade do loco CRISPR em 
incorporar novos espagadores (Sontheimer e Marrafini, 2016). Os mecanismos de aquisigao 
de novos espagadores atraves de DNA tern sido cada vez mais profundamente elucidados. Ate 
o momento, esses sistemas foram divididos em tres tipos principals baseados nas sequencias 
dos genes Cas, nas sequencias repetitivas dentro do CRISPR e na organizagao dos operons 
das Cas (Marakova et al., 2015). Desses sistemas, o mais bem descrito e o Tipo II, devido a sua 
simplicidade, ja que apenas a Cas9 e requerida em todas as etapas e a sua grande aplicagao 
para edigao de genomas. 

0 reconhecimento apenas de DNA exogeno pelas proteinas Cas e um importante 
fator de prevengao de autoimunidade. Essa distingao entre o proprio (self) e o nao-proprio 
( non-self) se da por alguns mecanismos que ainda estao sendo estudados. 0 primeiro e o 
requerimento de uma sequencia PAM presente no DNA exogeno, mas nao dentro do loco 
CRISPR. 0 PAM e composto por uma sequencia de tres a oito bases especificas para cada 
nuclease, sendo “NGG” para a Cas9 de Streptococcus pyogenes, por exemplo. 

Outro mecanismo de prevengao de autoimunidade e clivagem dos proprios 
cromossomos se da pela presenga de regioes chamadas Chi (crossover hotspot instigator), 
que sao octameros altamente enriquecidas no genoma bacteriano, sugerindo que limitem 
a aquisigao de espagadores do DNA proprio (Karoui et al., 1999; Levy et al., 2015). Outro 
fator e a preferencia das Cas em clivar regioes em processo de duplicagao nas regioes das 
forquilhas de replicagao. Esse modelo explica a aquisigao de espagadores de plasmideos de 
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grande numero de copias e fagos (Levy et al., 2015). Entretanto, o sistema Tipo III nao requer 
PAM e e baseado na proximidade entre a sequencia repetitiva e a sequencia espagadora do 
loco CRISPR (Marrafini e Sontheimer, 2010). 

Ate o final de 2015, acreditava-se que apenas moleculas de DNA seriam reconhecidas 
e incorporadas nos locos CRISPR como novos espagadores (revisado por Marrafini, 2015). 
Porem, varios bacteriofagos (ou simplesmente fagos) possuem genoma na forma de RNA e 
alguns experimentos sugeriam que as bacterias tambem adquiriam resistencia a esses fagos. 
Atraves do sequenciamento de locos CRISPR, foram observados varios fragmentos pequenos 
desses genomas (Marakova et al., 2006). Acreditava-se que o mecanismo de insergao de 
fragmentos de RNA aconteceria apos atividade da enzima transcriptase reversa do proprio fago 
durante a infecgao. O reconhecimento e a clivagem de moleculas de RNA foram observados 
no sistema do Tipo III. Porem, acreditava-se que eram apenas aqueles transcritos do DNA 
alvo original (Peng et al., 2014; Samai et al., 2015). Todavia, esse modelo nao contemplava 
todas as observagoes, e uma questao sobre a aquisigao de espagadores tanto provenientes 
de RNA quanto de DNA foi levantada. 

Recentemente, Silas e colaboradores (Silas et al., 2016) responderam essa questao 
procurando, atraves de ferramentas de bioinformatica, enzimas com atividade de transcrigao 
reversa em bacterias com sistema CRISPR Tipo III. Tais transcriptases reversas (RTs) utilizam 
RNA como substrato para a sintese de cDNA e sao normalmente associadas a retrovirus e 
retroelementos. Os autores encontraram uma classe de regioes codificantes associadas ao 
CRISPR, na qual a casl e fusionada a uma RT (RT:Casl). 

A Casl associada a Cas2 catalisa a integragao de novos espagadores no loco CRISPR. 
Utilizando sequencias contendo introns que sabidamente sofreriam self-splicing, os autores 
mostraram a aquisigao das sequencias maduras no loco CRISPR. Como splicing so ocorre 
ao nivel de RNA, esse experimento sugeriu que o RNA foi a fonte da aquisigao do novo 
espagador. Para confirmar, purificaram as proteinas RT:Casl e Cas2 e incubaram com RNA 
ou DNA sinteticos in vitro. Tanto DNA quanto RNA estavam ligados ao complexo RT:Casl 
e Cas2, sendo ambos incorporados. A sintese de DNA a partir do RNA fornecido tambem 
foi observada. Para os autores, o DNA nao e a unica fonte de espagadores, e a atividade 
de RT garante memorias de RNA. Mas o que essa descoberta significa? Para as bacterias, 
a aquisigao direta de espagadores de RNA e uma maneira de ter como alvo parasitas com 
genoma na forma de RNA. Outra possibilidade e gerar seletivamente espagadores de regioes 
intensamente transcritas dos genomas de DNA invasores atraves da interferencia em DNA e 
RNA. Dessa forma, seriam muito mais eficazes do que espagadores gerados aleatoriamente 
a partir do material genetico invasor. De fato, as bacterias com esse sistema sao bastante 
resistentes a invasao de elementos geneticos. 


3. MIMIVIRE: CRISPR de virus gigantes? 

3.1 Mimivlrus 

A partir de um “microrganismo” isolado da agua de uma torre de resfriamento na 
Inglaterra, foram descobertos por pesquisadores franceses, em 2003, os “virus gigantes” 
(La Scola et al., 2003). Devido a impossibilidade de amplificar sequencias de 16S rDNA 
e ao fato de infectar amebas, este novo virus foi denominado Mimivirus (de mimicking 
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microbe). Varios estudos posteriores descreveram uma variedade desses virus gigantes que 
apresentam genomas circulares de dsDNA maiores que aqueles de muitas bacterias (1,2 Mpb 
e ate 1.200 genes) (Raoult et al., 2004). Muitos estao associados a amebas (principalmente 
Acanthamoeba polyphaga) e algas, apresentam morfologias caracteristicas e podem ser 
observados por microscopia optica (cerca de 0,75 micrometro). Alem do DNA genomico, 
foi detectada a presenga de RNA, tanto mensageiro quanto transportador, no interior do 
capsideo, e muitas proteinas envolvidas em transcrigao e tradugao. E possivel que esses 
RNAs e proteinas tenham participagao importante nas primeiras etapas da infecgao, o que 
os tornariam menos dependentes do hospedeiro. A origem destes virus gigantes ainda esta 
em discussao, mas alguns fatos sao impressionantes. Por exemplo, virus gigantes infectivos 
foram isolados de amostras de geleiras datadas de 30.000 anos, revelando, portanto, uma 
longevidade surpreendente (Legendre et al., 2015). 

Estudos de genomas de mimivirus descreveram a presenga de genes inesperados, 
como aqueles envolvidos em tradugao, e abriram linhas de estudo de sua participagao na 
origem de organismos eucariotos, assim como na determinagao dos limites conceituais entre 
celula e virus, ja que alguns dos genes descritos eram ate entao observados somente em 
celulas. Alem desses genes, os estudos mostraram que esses mimivirus podem ser infectados 
por virofagos, que sao pequenos virus com genoma circular de dsDNA, geralmente da 
familia Lavidaviridae, que dependem e parasitam virus gigantes da familia Mimiviridae 
(La Scola et al., 2008). Um dos virofagos mais bem caracterizados e denominado Zamilon 
(Gaia et al., 2014). Curiosamente foram encontradas linhagens de mimivirus resistentes a 
infecgao pelos virofagos, o que levou a descoberta de um sistema de imunidade genomica 
denominada MIMIVIRE ( mimivirus virophage resistance element), que seria analogo ao sistema 
CRISPR-Cas9 (Levasseur et al., 2016). 

3.2 O mecanismo MIMIVIRE 

A resistencia dos mimivirus aos virofagos seria devido a presenga de um sistema de 
defesa baseado no reconhecimento de sequencias especificas de um determinado material 
genetico exogeno (virofago). Esse sistema estaria alicergado em tres sequencias contidas no 
genoma dos mimivirus que compoem os elementos caracterizados como MIMIVIRE: R349 
(sequencia de repetigao que participaria do reconhecimento do DNA-alvo), R350 (possivel 
helicase) e R354 (possivel nuclease). 

A sequencia R349 e composta por uma regiao de 28 nucleotideos identicos a sequencia 
do virofago Zamilon, sendo parte (15 nucleotideos) repetida quatro vezes (figura 1). A presenga 
dessas quatro repetigoes identicas se mostra extremamente relevante para que ocorra o 
processo de defesa, pois outras linhagens do mesmo virus que possuem apenas uma repetigao 
nao apresentam resposta imune ao virofago Zamilon. 

As proteinas codificadas por R350 e R354 catalisariam o desenrolamento e a clivagem 
do DNA exogeno, respectivamente. Elas atuariam em conjunto com R349 no processo de 
neutralizagao do virofago. 

O possivel sistema de defesa MIMIVIRE apresenta semelhangas com o sistema 
imune CRISPR-Cas9 das bacterias. Resumidamente, o sistema CRISPR necessita de dois 
componentes principals para que ocorra a clivagem do DNA exogeno: a proteina Cas9, que 
e caracterizada por apresentar dominios de nuclease, e o RNA-guia, que, por sua vez, exibe 
uma sequencia especifica de 20 nucleotideos que auxiliam o sistema a localizar o gene-alvo 
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Figura 1. Esquema representative) de MIMIVIRE no genoma dos Mimivirus. Estao esquematizadas as sequencias 
R349, R350 e R354, sistema de defesa contra virofagos. A regiao de 28 nt, em preto, apresenta identidade com sequencias 
do genoma do virofago Zamilon, e parte dessa e repetida tres vezes em R349. As sequencias R350 e R354 provavelmente 
codificam uma helicase e uma nuclease, respectivamente, que complementariam o sistema de recombinagao. Imagem: 
Oliveira, TC e Schrank A (2016). 


pela complementaridade de bases. Dessa forma, o sistema MIMIVIRE poderia ser utilizado 
como o sistema CRISPR-Cas9 para introduzir alteragoes genomicas nos virofagos. 

Com a futura elucidagao do mecanismo de atividade do MIMIVIRE, especialmente na 
compreensao da fungao das proteinas que seriam codificadas nas sequencias R350 e R354, 
bem como do mecanismo de integragao e enderegamento dessas proteinas pela sequencia 
R349, poderao ser desenvolvidas novas tecnicas de edigao genica, assim como ocorre com 
a tecnologia desenvolvida a partir do sistema endogeno CRISPR. 

MIMIVIRE pode vir a fundamentar uma complementagao a tecnica de CRISPR, pois 
a endonuclease presente em MIMIVIRE poderia ser aplicada em sequencias ou genomas 
ricos em AT, devido ao fato de a sequencia R354 apresentar maior atividade de degradagao 
em moldes de DNA com porcentagem baixa de conteudo GC (28-38%) ( Levasseur et aZ.,2016). 
Alem disso, o sistema CRISPR necessita de uma sequencia PAM, aspecto que nao se aplicaria 
a MIMIVIRE. Portanto, com um sistema desenvolvido a partir de MIMIVIRE, seria possivel 
expandir o numero de sitios-alvos. 


4. Topicos especiais sobre CRISPR 

Finalizar uma obra sobre uma tecnica tao recente e cujas diversas novas aplicagoes 
e variagoes brotam ininterruptamente e um desafio. Creio que, talvez, a maneira mais 
adequada de encerrar este livro seja mencionar alguns trabalhos curiosos e/ou mais recentes 
que, em conjunto, sinalizam claramente que estamos diante de um imenso iceberg que esta 
emergindo diante de nos: CRISPR. 

Podemos citar, por exemplo, a descoberta de proteinas virais que sao supressoras 
do sistema CRISPR (Bondy-Denomy et al., 2015), que podem vir a se tornar uma ferramenta 
molecular interessante para a regulagao final da edigao genetica. Outro exemplo interessante 
se refere aos “antimicrobianos programaveis”, i.e., Cas9 e gRNAs entregues a bacterias 
virulentas resultando na destruigao de plasmideos que conferem resistencia a antibioticos 
(Bikard et al., 2014; Citorik et al., 2014). Outro conceito elegante e muito inovador e o “aparato 
de gravagao molecular” ( molecular recording device ) baseado na aquisigao de sequencias 
espagadoras no sistema endogeno CRISPR, visando o registro de eventos celulares ao longo 
da historia populacional e/ou evolutiva de bacterias (Shipman et al., 2016). Uma estrategia 
com objetivos semelhantes, porem aplicada a eucariotos, e a GESTALT ( genome editing of 
synthetic target arrays for lineage tracing) (McKenna et al., 2016). 
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Dentre algumas novas aplicagoes podemos mencionar: (i) protocolos escalonaveis 
para a marcagao de proteinas endogenas com GFP (Leonetti et al., 2016), (ii) mapeamento 
em larga escala de sequencias regulatorias (Rajagopal et al., 2016), (iii) mapeamento em alta 
resolugao de proteinas in vivo (Mikuni et al., 2016) e (iv) protocolos para a introdugao de 
mutagoes homozigoticas ou heterozigoticas especificas (Paquet et al., 2016). 

Novos estudos abordando relagoes inesperadas entre CRISPR e transposons podem 
auxiliar na elucidagao das origens evolutivas deste sistema de defesa bacteriano antiviral 
(Kapitonov et al., 2015; Krupovic et al., 2016). Por outro lado, a identificagao de outras 
nucleases do sistema CRISPR, como a C2c2, cujo alvo e o RNA em vez de DNA, pode resultar em 
diversas aplicagoes originals para a edigao, controle e/ou rastreamento de RNAs (Abudayyeh 
et al., 2016). Por fim, a fusao de Cas9 com outras enzimas pode promover edigoes ainda mais 
refinadas, como a estrategia de “base editing’ (Komor et al., 2016; Nishida et al., 2016), na 
qual a citidina deaminase ligada a nuclease permite a conversao especifica de citidina em 
uridina (C->T) sem o uso de DNAs moldes e sem envolver clivagem do alvo. 


5. Conclusoes 

Conforme visto ao longo de toda esta obra, a genetica molecular esta vivenciando 
uma nova fase: a edigao genomica de precisao acessivel a todos. A vasta maioria dos dados 
apresentados nestes 12 capitulos foram gerados em estudos muito recentes, i.e., a partir de 
2012. Dia apos dia, novas descobertas sao feitas, novos produtos sao langados, novas aplicagoes 
da tecnica sao divulgadas. Presenciamos o nascimento de uma nova era da genetica, cujos 
desdobramentos estamos apenas comegando a contemplar. O futuro promete nos apresentar 
um fantastico mundo novo. 
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Glossario 


Alelo nulo: alelo nao funcional. 

Amplicon: conjunto de moleculas derivadas da amplificagao do DNA-alvo via PCR. 

Blunt end: extremidades abruptas. Oposto de extremidades coesivas ou livres 
(overhanging). 

Cas9: endonuclease do sistema CRISPR Tipo II responsavel pela clivagem do DNA-alvo. Ela 
e dirigida por um RNA-guia ate a sequencia-alvo, na qual realiza cortes nas duas 
cadeias de DNA. 

Cas9 HNH + : e um tipo especifico de nickase. Trata-se de uma Cas9 na qual apenas o dominio 
HNH e cataliticamente ativo (RuvC foi inativado). 

Cas9 RuvC + : e um tipo especifico de nickase. Trata-se de uma Cas9 na qual apenas o dominio 
RuvC e cataliticamente ativo (HNH foi inativado). 

Cassete de expressao: construgao genetica artificial composta pelo gene de interesse e seus 
elementos regulatorios (promotor e terminador). 

cis: refere-se a interagoes e/ou propriedades na mesma molecula. Interagoes em cis sao do 
tipo intramoleculares. 

Clivagem: quebra de ligagao covalente na cadeia de DNA ou RNA. 

Constitutivo: com expressao ao longo de todo tempo. 

Cpfl: nuclease do sistema CRISPR-Cpfl, que e um sistema CRISPR do Tipo V classe 2. A sigla 
tambem pode se referir ao proprio sistema CRISPR das bacterias Prevotella sp. e 
Francisella novicida. 

CRISPR: sistema imune adaptativo antiviral endogeno de bacterias e arqueas. A sigla tambem 
pode se referir a um loco bacteriano composto por “repetigoes palindomicas pequenas 
regularmente espagadas e agrupadas” de fungao imune. Por fim, ela tambem pode 
se referir a tecnica de biologia molecular capaz de mediar diversos eventos tais 
como: edigao genetica, clivagem ou rastreamento de RNAs, mapeamento genetico e 
regulagao da expressao genica. 

D10A: e um tipo especifico de Cas9 HNH + . Trata-se de uma Cas9 na qualhouve uma substituigao 
de aspartato para alanina (D10A) no dominio RuvC I, convertendo a endonuclease 
em um nickase. 

Decamero: composto ou molecula formados por dez unidades de um mesmo monomero. 

Degron: sinal de degradagao. Elemento associado a cadeia polipeptidica que e suficiente 
para o reconhecimento por uma maquinaria de proteolise celular. 

DNA homologo: o mesmo que DNA doador. 

Duplex: composto por dois elementos. Duplex de RNA: composto por duas cadeias de RNA. 

Epissomo: material genetico extracromossomico que pode se replicar de maneira autonoma 
ou se integrar no cromossomo. 
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Frameshift: mudanga da fase de leitura. Refere-se a mutagoes que alteram a forma com que 
as trincas do mRNA sao lidas pelo ribossomo, resultando na alteragao da sequencia 
primaria do polipeptldeo ou em cadeias truncadas. 

Genetica Reversa: forma de analise genetica cuja diregao e “do DNA para o fenotipo”, isto 
e, gera-se uma mutagao no DNA e se observa a alteragao fenotlpica resultante. Por 
sua vez, na Genetica Direta (“do fenotipo para o DNA”) observa-se uma alteragao 
fenotlpica na natureza e se procura pela mutagao responsavel por ela. 

HI: um promotor da RNA polimerase III. 

H840A: e um tipo especlfico de Cas9 RuvC + . Trata-se de uma Cas9 na qual houve uma 
substituigao de histidina para alanina (H840A) no domlnio HNH convertendo a 
endonuclease em um nickase. 

Heterodfmero: complexo formado por duas partes diferentes. 

Heteroduplex: composto por dois elementos diferentes. 

Heterozigoto composto: individuo portando alelos com mutagoes distintas. 

HNH: um dos dominios cataliticos da Cas9. Ele e responsavel pela clivagem da cadeia de 
DNA que se pareia com a sequencia-guia do gRNA. 

Homodfmero: complexo formado por duas partes iguais. 

in planta: na planta viva. 

Knock-in: estrategia que permite a integragao ou substituigao de elementos geneticos (e.g., 
transgenes, novos alelos) em regioes predeterminadas do genoma. 

Knockout: noucaute. 

Loco (do latim, locus): localizagao fisica de determinado elemento genetico no genoma. 

MIMIVIRE: sistema de defesa de virus gigantes contra virofagos (virus parasitas de virus) 
recentemente identificado e que apresenta similaridades com CRISPR. 

Molde homologo: o mesmo que DNA doador. 

Motivo (do ingles, motif): pequena sequencia nucleotidica (ou de aminoacidos) conservada 
e que possui fungao biologica. 

Multiplex CRISPR: utilizagao da tecnica de CRISPR para edigao de varios locos simultaneamente. 

Multiplexing: tornar multiplo algum evento ou processo. 

Mutagao in frame: mutagao que nao resulta na alteragao da fase de leitura. 

Mutagao missense: mutagao que resulta na troca de um aminoacido por outro na cadeia 
polipeptidica. 

Mutagao monoalelica: mutagao que ocorreu em apenas um dos alelos. 

Mutagao nonsense: mutagao que resulta na troca de um aminoacido por um codon de 
terminagao. 

Mutagoes bialelicas: mutagoes (nao necessariamente identicas) que ocorreram nos dois alelos. 

Mutagenic Chain Reaction (reagao mutagenica em cadeia): estrategia que permite editar 
com elevada eficiencia os dois alelos de um loco, resultando em mutagoes homozigoticas. 

Nick: clivagem em apenas uma das duas cadeias do dsDNA. 

Nickase: enzima que realiza a clivagem em apenas uma das duas cadeias do dsDNA. 

Nocaute: inativado. Refere-se ao gene cuja mutagao resultou na perda de sua fungao. 
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Nocauteamento genico: inativagao do gene. 

Off-target: fora do alvo. 

Oligomero: composto ou molecula formados por algumas (poucas) unidades de um mesmo 
monomero. 

PAM: motivo adjacente ao protoespagador. Trata-se de uma pequena sequencia nucleotidica 
(e.g., NGG) proxima a sequencia-alvo, porem na cadeia oposta do DNA, essencial para 
o inlcio da interagao de Cas9 com o DNA-alvo. 

PAMmer: oligonucleotideo apresentador de PAM. Refere-se a uma pequena molecula artificial 
de DNA contendo o motivo PAM e que e capaz de se parear com o RNA-alvo de fita 
simples. Esta interagao forma uma pequena regiao de dupla fita portando PAM, 
caracteristica essa essencial para permitir a interagao de Cas9 com o RNA-alvo. 

Pfsceo: relativo a peixe. 

RNA-guia: molecula responsavel por direcionar a nuclease Cas9 ate o DNA-alvo. Ela e 
composta por duas partes - a sequencia-guia e a sequencia universal. Trata-se de 
uma construgao quimerica artificial idealizada para simplificar a tecnica de CRISPR, 
a partir da fusao do crRNA e tracrRNA. 

RuvC: um dos dominios cataliticos da Cas9. Ele e responsavel pela clivagem da cadeia de 
DNA que se nao pareia com a sequencia-guia do gRNA. 

Scaffold: o mesmo que sequencia universal. 

Seed: regiao de aproximadamente 10 nucleotideos internos da sequencia-guia, responsavel 
direta pelo initio do pareamento do RNA-guia com o DNA-alvo. 

Sequencia-alvo: regiao de aproximadamente 20 nucleotideos no DNA-alvo a qual a 
sequencia-guia se pareia. 

Sequencia-guia: regiao de aproximadamente 20 nucleotideos da extremidade 5' do RNA-guia, 
responsavel pelo pareamento com o DNA-alvo. 

Sequencia universal: regiao de aproximadamente 80 nucleotideos da extremidade 3' do 
RNA-guia, responsavel pela ativagao da Cas9. 

Sinai de localizagao nuclear (NLS): uma pequena sequencia de residuos de aminoacidos 
(—10 aa) com papel de direcionar a proteina para o nucleo. 

Split-Cas9: duas subunidades nao funcionais de Cas9 que, apos serem reunidas, podem 
executar a fungao original da Cas9 selvagem. 

Substituigao alelica: troca da sequencia nucleotidica do alelo endogeno por outra sequencia 
exogena ligeiramente diferente, portando polimorfismos ou mutagoes. 

Tag: etiqueta. Refere-se a uma molecula ou composto que e adicionado ao DNA ou proteina 
para marca-los. 

Tetramero: composto ou molecula formados por quatro unidades de um mesmo monomero. 

Trans: referente a interagoes e/ou propriedades em outra molecula. Interagoes em trans 
sao do tipo intermoleculares. 

Transcrito: molecula gerada pela transcrigao genica, RNA. 

Trimero: composto ou molecula formados por tres unidades de um mesmo monomero. 

Truncado: cortado, mutilado. Refere-se a versoes menores e geralmente nao funcionais de 
genes ou proteinas. 
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TTTTTT: sinal de terminagao para a RNA polimerase III. 0 mesmo que T 6 . 
U6: um promotor da RNA polimerase III. 

Ubi'quo: com expressao em todos os tecidos. 
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